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§ I. — Hisrorigue. 


Le rouget des porcs est une des premiéres maladies pour les- 
quelles on ait préparé un liquide doué de propriétés préventives. 

Emmerich et Mastbaum*, dés 1891, ont immunisé des lapins 
contre le microbe de cette maladie; aprés leur avoir injecté des 
doses assez élevées de cultures virulentes, & des dates trés 
rapprochées, ils les sacrifiaient, filtraient le sang et aussi le suc 
quils extrayaient par pression des organes internes (foie, 
poumon, etc.). Ces liquides, a des doses de 2 ¢. ¢., protégeaient 
les souris contre inoculation de 1/2c. c. derouget; injection de 
1c. c. 5, faite 7 heures aprés l’introduction du virus, préservait 
encore 2 souris sur 3. Chez le lapin, ot la maladie produite par 
inoculation sous-cutanée de virus n’était jamais mortelle, ]’in- 
jection préventive de suc d’organes la rendait trés bénigne; elle 
préservait les individus inoculés dans la veine. 

Lorenz * a voulu faire entrer la sérothérapie du rouget dans 
une voie pratique, et ila examiné la valeur du sérum de pores 


4. Emmericu ET Masrpaum, Archiv. f. Hygiene, XII, 1891, p. 275. 
2. Lorenz, Deutsche Zeitschr. f. Thiermed, XX, 1894, p. 1 et XXI, 1895, p. 273; 
— Deutsche thierarztl. Woch., 1896, p. 244; — Centr. f. Bakt., XX, 1896, p. 792. 
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immunisés par des virus atténués. Il a constaté que ce sérum, a 
la dose de 1/100 c. c., protege les souris contre une inoculation 
virulente faite 24 heures aprés. Mais, d’aprés Sander *, ce sérum, 
actif préventivement a des doses si faibles, n’empécherait pas la 
mort des souris, quand il est inoculé seulement 1/2 heure aprés 
le virus. 

Voges *, en 1896, a préparé un sérum préventif en se servant 
de lapins et de moutons. Dans ses tableaux d’expériences, on 
reléve qu'il fallait 0c. c. 4 de sérum de lapin et 0c. c. 03 de 
sérum de mouton pour protéger les souris qui recevaient, en 
méme temps, 0c. c. 1 de culture de rouget. Inoculé 24 heures 
apres le virus, son sérum, a la dose de 0 c. c. 5, protege encore 
les souris qui regoivent 2 « anses de platine » de culture sous la 
peau. Enfin, 48 heures aprés Vinoculation d'une « petite anse » 
de culture du virus, 2 c. c. ont protégé 4 souris sur 2. 

Voges note qu’une température de 55° n’altére pas les pro- 
priétés préventives du sérum. 

Leclainche’, en 1897, a également préparé un sérum immuni- 
sant en utilisant les lapins; chez les souris, i] faut des doses 
assez élevées (1/4 a1 c. c.) pour empécher la mort*. La protec- 
tion acquise est toujours passagére, sauf quand on inocule un 
mélange, préparé im vitro, de sérum et de virus; on a alors une 
immunité durable. 

Peu aprés, Loir et Panet® ont déclaré avoir obtenu un sérum 
protecteur en inoculant des pigeons avec des cultures de plus 
en plus virulentes. 

La plupart de ces savants ne se préoccupent pas du mode 
daction de leur sérum. Pourtant, Emmerich et Mastbaum 
constatent que, chez la souris, on retrouve encore des microbes 
au point d’inoculation (il y a aussi quelques leucocytes, mais 
sans traces de bacilles a leur intérieur), dansle sang et les orga- 
nes, 6 heures aprés introduction, sous la peau, d’un mélange de 


1. Sanner, Archiv f. Thierheitlkunde, XXI, 1893, p. 53. 

2. Vocus, Zeitschr. f. Hygiene, XXII, 1896, p. 515. 

3. Lecuaincue, C. R. Soc. Biologie, séance du 1° mai 1897, 

&. Depuis, Lectaincue a dt renforcer la valeur de son sérum; il déclare 
(in Nocard et Leclainche. — Les maladies microbiennes des animaux, 2° édition 
Paris, 1898, p. 461) qu’il immunise le lapin a la dose de 1/10 c. c. de sérum par 
kilo d’animal; il enraye lVinfection 48 heures aprés l’introduction du virus chez 
le lapin (mort des temoins en 4-6 jours), 42 heures aprés chez la souris. 

5. Lor er Paner, C. &. Soc. Biologie, séance du 5 juin 1897. 
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leur liquide immunisant et de virus; il n’y a plustrace de bacilles 
du rouget, 8 heures apres. 

Dans son mémoire déja cité, Voges croit, de quelques expé- 
riences in vitro, pouvoir conclure que le sérum contre le rouget 
agit comme le sérum cholérique anti-infectieux : chez l'animal 
vivant, ily aurait transformation de la substance microbicide, 
inactive in vitro, en une autre active. 

Voges et Schutz', tout récemment, ont précisé les idées pré- 
cédemment exposées par Voges. Comme leur sérum immuni- 
sant ne manifeste pas d’action bactéricide marquée, in vitro, ils 
prétendent, sans en avoir encore fourni les preuves, qu’il n’agit 
que sur le corps protoplasmique de la bactérie, alors qu'elle est 
débarrassée de son enveloppe protectrice. Celle-ci, qui confére 
a la bactérie sa résistance 4 la chaleur, a la dessiccation, au 
sérum préventif in vitro, et sa propriété de ne pas se décolorer 
aprés action du liquide de Gram, est détruite par une énigma- 
tique action physiologique de certains organes, et alors le pou- 
voir bactéricide des « Antikérper » contenus dans le sérum pré- 
ventif peut se manifester. 

Je vais essayer de montrer, dans les pages qui vont suivre, 
que l’action du sérum préventif contre le rouget des pores est 
tout autre que celle indiquée par Voges et Schiitz. Il m’est 
impossible de critiquer d’une fagon directe le travail de ces 
savants puisque, jusqu’ici, ils se sont contentés @affirmer leur 
maniére de voir, sans faire l’exposé de leurs expériences. Et 
méme, un long mémoire qui vient de paraitre’*, ne contient rien 
de bien explicite a cet égard. 


§ 2. — PripaRATION D'UN SERUM CONTRE LE ROUGET. 


La plupart des savants qui ont préparé un sérum doué de 
propriétés immunisantes n’indiquent pas leur mode opératoire. 
Emmerich et Mastbaum, en revanche, donnent des détails trés 
précis. Leur méthode consiste a faire une premi¢re inoculation 
de2c.c. oute.c.5 dune culture trés diluée, dans la veine de 
Yoreille; puis, quand les lapins résistent (il en est mort 4 sur 3), 
ils leur inoculent des doses de plus en plus élevées de virus, a 
des temps assez rapprochés. Le sérum, ou plutdt le suc d’organes, 


4, Voces et Scuutz, Deutsche Medic. Wochenschr., 27 janvier 1898. 
2. Vocus et Scuutz, Zettschr. f. Hygiene, XXVIII, 1898, p. 38. 
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quils obtiennent ainsi, est peu actif (voir plus haut). Nous avons 
essayé leur procédé qui nous a paru peu pratique. 

Voges et Leclainche qui. seuls parmi les autres expérimen- 
tateurs, ont opéré sur des lapins, ne donnent que des rensei- 
enements tres vagues sur leurs méthodes. 

J'ai employé également les lapins et il m’a semblé, apres 
quelques titonnements, que le meilleur procédé pour leur 
donner une immunité solide était, comme Metchnikoff Va déja 
indiqué' en 1889, d’employer la méthode pastorienne des virus 
atténués, de soumettre a des inoculations préventives avec les 
2vaccins de Pasteur et Thuillier les animaux a immuniser. 

Le tableau suivant indique le détail de la préparation de 
2 lapins 


fer LAPIN 2e LAPIN 
DATES SS ee oe 
Poids. Inoculations (2). Poids. Inoculations. 
145 nov. 1897] 2,320 gr. 4/4 c.c. 4er vaccin. 2,420 gr. 1/4 c. c. der vaccin. 
93 nov. —-}, 2,300 — Genes — 2,300 — AGS C —_— 
30 nov. — | 2345) — 1/4 c. c. 9e vaccin. 2,270 — 1/4 c. c, 2e vacccin, 
Tadécun = | e280 Ane) = 253000 1ec = 
forte baisse. forte baisse. 
2% déc, — 2,220 gr. |41/4 c. c. Rouget normal.} 2,070 gr. 0 
5 janv.1898{ 2,180 — |4/4 ct. ¢. — 2,050 — 1/4 c. c. Rouget normal. 
13 janv. — 2,400 — Woqol, (es —d 2,200 — ul xe (es — 
forte baisse. forte baisse. 
24 janv. — | 2,520 — AMCrEG: — 2.350 gr. TEGAC. = 
31 janv. — | 2.580 — 3 Cl": _— 2,300 — BCs C: — 
8 févr. — 2.600 — Lee a0 — 2,380 — ATCT IC. oo 
forte baisse, forte baisse. 
26 févr, — 2.670 — SCes _— 2,400 gr. Ses, Gy _— 
4 mars — 2592) — Brey 25 — 2,650 — ad Oly (Oe) — 
48 mars — } 2,950 — LK _ 2,650 — 4. — 
4 avril — 2,650 — |Saignée (10c. c. sérum).J 2,370 — 0 
43 avril — } 2,780 — 5c. c. Rouget normal.J 2,600 — EECA CS = 
29 avril — | 2,950 — Gy Gs Oy — 2,850 — o Cs: @ _— 
146 mai — 2.730. — DiC. Gs _— 2,880 — Ac. ond — 
25 mat = 4258008 — 5c. ¢. = 2,900 — | Saignéele29 mai (10c. c. sérum). 
3 juin — | 2,850 — BiG: Gs = 2,750 — 5 c. c. Rouget normal, 
42 juin — 2,950 — illOy = _ 2, D0>— Dr Goues a 
25 juin — | 3,150 — |Satgnée(40c.c. sérum).} 3,030 — AMO, _ 
5 juillet — J 3,120 — 5c.c. Rouget normal.} 2,950 — Saignée (10 c.c. sérum). 


SLE BET 2 SEE LE EE EES RE TIE SE ASE TE EEE EON 


4. Mercunikorr, ces Annales, III, 1889, p. 289. 
2. Toutes les inoculations de ces 2 lapins ont été faites sous la peau du ventre, 
Dans certaines séries, nous avons fait la premiére dans la veine de l’oreille 


Hy 
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Comme on peut le voir, les doses inoculées étaient d’abord 
tres faibles et faites a des dates assez éloignées. L’animal réagit 
en effet trés vivement, au commencement de immunisation; on 
a élévation de température, forte baisse de poids, et, malgré 
toutes les précautions, il y a toujours quelques animaux qui 
succombent. Les 3 premiers mois écoulés, l’animal peut recevoir, 
tous les 8 ou 10 jours, une forte dose de culture virulente, sans 
réagir de facon notable. 


§ 3. — VALEUR DU SERUM. 


Le rouget qui a servi a toutes nos expériences provenait 
d’un pore autopsié a l'Institut Pasteur, en novembre 1896. 
Nous le cultivions d’abord dans le bouillon de veau peptonisé 
par la peptone ducommerce; les cultures étaient peu abondantes. 
Plus tard, nous avons utilisé le bouillon de veau peptonisé par 
la digestion de la panse de pore, d’aprés le procédé Martin '; 
les cultures sont beaucoup plus luxuriantes. 

Toutes les cultures inoculées avaient de 18 & 24 heures de 
séjour a 37°; 1/4 c. c. de pareille culture tue une souris de taille 
moyenne en 24-48 heures (quelquefois méme 20 heures) par 
injection inirapéritonéale, en 40-72 heures par inoculation sous- 
cutanée. 1 c. c. tue le pigeon, sous la peau, en 2 jours (en 
moyenne). 1 c. c. 1/2 tue un lapin en 2 j. 4/2 par inoculation 
intraveineuse 2. Les inoculations sous la peau ne sont que rare- 
ment rapidement mortelles pour le lapin; mais V’animal se 
cachectise ordinairement et finit par succomber avec des bacilles 
du rouget dans le sang du coeur. 

Nous avons essayé la valeur de notre sérum en opérant avec 
Ja souris®. 

Prenons pour exemple les lapins 1 et 2. 

Le lapin 1, saigné le 5 avril, donne un sérum qui, 4 la dose 
de 1/20 c. c., sous la peau du dos, protége une souris qui regoit 
le lendemain, dans le péritoine, 1/4 c. c. de rouget. A la dose 


comme le conseillent Emmerich et Mastbaum; mais nous n’avons jamais observé 
que le sérum obtenu de cette fagon fit particuliérement actif. 

4. Martin, ces Annales, XII, 25 janvier 1898. 

2. Des une période précoce de leur préparation, les lapins producteurs de 
sérum résistent a cette inoculation intraveineuse. 

3. Méme a des doses trés fortes (1 ou2c. c.), le sérum de lapin neuf n’a aucune 
action préventive. 
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de 1/100 c. c., la souris meurt en 2 j. 1/2, alors que le témoin 
qui n’arien recu ou quia recu du sérum de lapin non immunisé 
meurt en 36 heures. 

Le méme lapin, saigné le 25 juin, a un sérum qui empéche 
la mort a la dose de 1/160 'c. c. et & des doses supérieures, la 
retarde seulement a 1/250 et a 1/500. 

Le lapin 2, saigné Je 29 mai, a un sérum qui protége a la 
dose de 1/10 c. c., retarde la mort & 1/20. Le sérum du 5 juillet 
protege A la dose de 1/50 c. c.; retarde la mort a 1/100 et 
a 1/150. 

Les doses de sérum qui, injectées la veille, protégent contre 
1/4 c. c. de culture dans le péritoine ont la méme action contre 
la méme quantité de culture injectée sous la peau. 

La quantité de sérum qui immunise, injectée 24 h. avant le 
virus, protege également quand on la mélange a la culture au 
moment de l’injection de cette derniére, ou, ce qui revient sen- 
siblement au méme, quand on injecte sérum et culture au méme 
point. Il nous a méme semblé que le sérum, mélangé 4 la cul- 
ture, agissait a des doses plus faibles. Ainsi, dans le cas d’un 
sérum dont il fallait 0 c. c. 1 pour amener la survie définitive, 
étant injecté la veille du virus, 0 c. c. 05 suffisait quand on fai- 
sait Pinoculation en méme temps et au méme point. 

En revanche, si on injecte, en méme temps, mais en des 
points différents (cuisse et peau du ventre, par ex.), le sérum et 
le virus, il faut, pour amener la survie définitive, une quantité 
de sérum plus forte que quand la protection a lieu la veille. Avec 
le sérum de l’exemple précédent, 0c. c. 1 retardait considérable- 
ment la mort (7 jours au lieu de 36 heures), mais il fallait 
0 c. c. 25 pour protéger complétement. 

Les mémes doses agissent de la méme fagon injectées 
8 heures aprés la culture. 

Le résultat est tout autre quand on intervient plus longtemps 
apres l’introduction du virus. 18 heures aprés, on n’obtient plus 
qu'une survie insignifiante (7-8 heures), méme en injectant 
1/2 c. c. de sérum. Mais, dans tous ces cas, les souris recevaient 
1/4 c. c. de culture; et, dans la derniére expérience, le témoin 
est mort en 40 heures; une des souris, traitées par le sérum 
18 heures aprés introduction du virus, présentait déja des signes 
évidents de maladie. 
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Nous avons été plus heureux en agissant sur des souris qui 
n’avaient regu que 1/20 c. c. de virus sous la peau. 16 heures 
apres, avec 1/2 c. c. de sérum, nous avons sauvé une souris; 
mais notre intervention, au bout de 22 heures, n’a servi qu’a 
prolonger de 12 heures environ la vie de la souris (morte en 
3 jours au lieu du témoin 2 jours 1/2), bien que la dose inocu- 
lée ait été de 3/4 c. c. de notre sérum le plus actif. 

Ces résultats sont au moins aussi encourageants que ceux 
relatés par Voges, sil’on réfléchit que ce savant inocule Aa ses 
souris des doses de virus (1 ou 2 anses) beaucoup plus petites 
que les nétres. Or notre rouget, mémea 1/400 c. c., tue la souris 
en 3 jours 1/2. 

Dans les conditions o¥ nous nous étions placé, nous avons 
reconnu que, environ 24 heures aprés l’introduction du virus sous 
la peau, la rate et le rein de la souris commencent a montrer des 
bacilles en assez grande quantité dans leurs capillaires. Or, sinous 
remarquons que c’est a peu prés a ce moment que notre inter- 
vention devient inefficace, nous pouvons conclure que Je sérum, 
préparé par les méthodes actuelles, n'est pas capable d’enrayer 
une maladie généralisée. 


* 
* * 


Nous avons essayé l’action de notre sérum chez le pigeon et 
le lapin. 

Le pigeon, qui a recu préventivement 1c, c. de sérum, ne 
succombe a inoculation sous-cutanée de 1 c. c. de virus qu’en 
5 & 7 jours, au lieu de 2 jours 1/2; 2c. c. 1/2 de sérum aménent 
une survie définitive. 

Un lapin qui avait recu 1 c.c. de sérum, et le lendemain 
1c. c. 5 de virus dans la veine, est mort en 10 jours; le sang du 
coeur, ensemencé sur gélose, a donné de nombreuses colonies 
de rouget. Le témoin a succombé en 2 jours 1/2. 


* 
Ew. 


Le sérum obtenu est antiinfecticux ; les faits exposés en four- 
nissent la preuve. Nous pensons qu'il n’est pas antitoxique, sans 
que nous puissions en donner une démonstration rigoureuse ; 
on ne connait pas en effet la toxine du rouget des pores. 

Mais les procédés mis en ceuvre pour obtenir le sérum contre 
cette maladie ne donnent que tout a fait exceptionnellement 
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(microbe pesteux) un liquide doué de proprietés antitoxiques, 
. aie r ? 

trés faibles d’ailleurs ; et nous pouyons penser que Nous n avons 

pas rencontré l'exception. 


§ 4. — Acrion DU SERUM in vitro. 


A. Povvoir BACTERICIDE. — Emmerich et Mastbaum attribuent, 
a leur suc d’organes, in vitro, une faible action bactéricide pour 
le microbe du rouget des pores. En faisant des plaques de géla- 
tine, au moment ow ils mettaient une trace de culture dans leur 
liquide immunisant, puis aprés 24 heures de contact, ils ont 
obtenu un nombre de colonies plus faible dans le second cas que 
dans le premier. Ces savants ne disent pas a quelle température 
ils abandonnaient leur liquide. Leurs résultats s’expliquent 
@ailleurs sans faire intervenir de pouvoir bactéricide; nous 
allons établir, en effet, que le sérum contre le rouget est agglu- 
tinant ; aprés 24 heures de contact avec le virus, le suc d’organes 
contenait certainement des amas, et l’expérience prouve simple- 
ment que le nombre des amas était inférieur 4 celui des bacilles 
ensemencés. 

Voges parle d’un faible pouvoir bactéricide. [1 faut, dit-il 
dans son mémoire de 1896, ensemeacer assez abondamment 
pour avoir une culture dans du sérum (lapin ou mouton) immu- 
nisant. En 1898, il déclare qu'il faut ensemencer plusieurs 
anses de platine de virus, dans 1 c. c. de sérum de mouton, 
pour obtenir une culture. Mais Voges et Sciiiitz sont bien obli- 
gés de reconnaitre que le sérum n’a qu'un trés faible pouvoir 
bactéricide, et nous avons vu a quelles hypothéses ils doivent 
avoir recours pour faire admettre leur théorie d’une action bacté- 
ricide dans le corps des animaux immunisés activement ou pas- 
sivement. 

Pour le sérum immunisant de lapin, le seul qife nous ayons 
préparé, nos expériences prouvent que le pouvoir bactéricide in 
vitro peut étre considéré comme nul. 

1c. c. de sérum frais (retiré Pavant-veille), ensemencé avec 
1 anse de culture de rouget dans notre bouillon, donne le len- 
demain une trés abondante culture, aussi abondante que le sérum 
de lapin neuf, ouméme Ie bouillon peptonisé a la panse du pore. 
Les microbes qui ont poussé se colorent bien et on ne rencontre 
pas de formes dégénérées. 


— 
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Une autre expérience prouve que le développement n’est pas 
arrété dans les premiéres heures qui suivent l’ensemencement. 
On dépose 3 gouttes de sérum frais trés actif sur 3 lamelles; on 
ensemence la premiére avec une anse de platine de culture en 
bouillon et on rend le mélange homogéne; ensuite la 2° avec une 
anse de la 1" goutte, et enfin la 3° goutte, avec une anse de 
la seconde. On a ainsi, dans la 3° goutte, une dilution trés 
faible de virus (approximativement 1/4000 de la semence origi- 
nelle) dans le sérum. On dispose les 3 lamelles en gouttes pen- 
dantes qu’on observe au microscope; au bout de 2 ou 3 heures, 
on voit la culture s’affirmer, méme dans la troisiéme goutte et, 
au bout de 24 heures, on a 3 belles cultures. 

Nous pouvons done affirmer que, i vitro, le sérum des lapins 
immunisés contre le rouget a un pouvoir bactéricide nul ou insigni- 
fiant. En réalité, ce sérum consiste un excellent milieu de cul- 
ture pour le bacille du rouget. Metchnikoff, en 1889, avait déja 
fait la remarque pour le sang de ses lapins immunisés dont le 
sérum avait, vraisemblablement, des qualités préventives. 

B. Potvorr acaturmant. — Aucun des savants qui ont étudié 
le sérum contre le rouget n’a examiné son pouvoir agglutinant. 
Voges déclare que, dans le sérum non dilué, ou dilué avec du 
bouillon ou de l'eau physiologique, le rouget présente une cul- 
ture uniformément trouble, sans petits amas. Nous sommes, sur 
ce point, en complet désaccord avec le savant allemand. 

Examinons d’abord Vaction du sérum sur des cultures de 
24 heures dans le bouillon peptonisé avec la panse du _ pore. 
Nous avons généralement opéré dans le laboratoire, a 20-22°. 
Nous déposions, dans une série de tubes a essai, 1 c. c. de 
culture de rouget et nous ajoutions une ou un petit nombre de 
gouttes de sérum pur, ou dilué dans l’eau physiologique. Le 
degré de dilution, dans chaque tube, était le rapport entre la 
quantité de sérum et la quantité de culture. 

L’agglutination ne se manifeste généralement pas avant 
1 heure. D’abord, en agitant le tube, on constate que les nuages 
produits par le déplacement des microbes ne se manifestent 
plus ; les microbes sont pour ainsi dire figés sur place. Puis, on 
apercoit des amas, d’abord trés fins, qui grossissent ensuite, et 
enfin tombent peu a peu au fond des tubes ; la partie supérieure 
du liquide devient tout a fait limpide. 
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Le temps que le phénoméne met a s’accomplir dépend, dans 
une certaine mesure, du degré de la dilution. Prenons comme 
exemple le sérum extrait le 25 juin du lapin numéro 1. 

Pour tous les tubes dont la dilution est supérieure 4 1/100, 
lagglutination commence a peu prés en méme temps (au bout 
d’une heure); on constate méme, & un moment donné, et cela 
est surtout net sil’on opére & l’étuve, que le tube avec la dilu- 
tion 1/25 esten avance sur les autres. Il semble done y avoir 
une dilution pour laquelle l’'action agglutinante atteint son opti- 
mum‘. 

A partir de la dilution 1/100,le temps que la culture met a se 
condenser en amas est d’autant plus grand que le sérum y est 
plus dilué; 84 pour 500, il a fallu 3 heures; a 4/800, 5 heures; 
41/1200, 8 heures. Enfin & 41/2500, au bout de 24 heures, la 
culture agitée ne produit plus de nuages; il y a un dépdt au 
fond du tube; mais ensemble est encore trouble; il y a demi- 
agglutination. Nous considérons 41/2500 comme la dilution 
limite. Lorsque Vagglutination n’est pas faite au bout de 18 heures, 
elle ne se fait jamais. 

Ce sérum du 25 juin avait (voir plus haut) un pouvoir pré- 
ventif a 1/200 c. c. environ chez la souris. D’autres sérums, 
ayant un pouvoir préventif a 1/10 c. c., 1/20 c. c., 1/50 c. ¢. 
avaient pour dilutions limites respectives 1/250, 1/500, 1/1000. 
Les deux pouvoirs, préventif et agglutinant, paraissent donc 
croitre parallélement. 

Le sérum de lapin neuf, méme a des dilutions trés fortes (1/10, 
1/5), ou bien ne manifeste pas de pouvoir agglutinant, ou bien 
donne ce demi-dépot caractéristique des dilutions limites. Le 
sérum de souris a 1/25, 1/10, n’a aucune action agglutinante. 
Le sérum de cheval lui-méme, qui est si agglutinant pour certains 
microbes, lest & peine pour le bacille du rouget; a 1/10, ona 
des traces de dépot. 

Nous pouvons done conclure que la réaction agglutinante vis- 
a-vis du microbe du rouget est spécifique du sérum préventif contre 
celle maladie. Jusqu’a une certaine dilution, le temps que Vagglutina- 
tion met a se produire est a peu pres indépendant du degré de dilu- 

1. Le sérum anticholérique présente des phénoménes de méme ordre; il y a, 


trés nettement, une dilution pour laquelle on a une action agglutinante optimum. 


(D’aprés des expériences inédites dont notre amiA. Salimbeni a bien voulu nous 
communiquer les résultats.) 
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tion ; ilest sensiblement constant. A des dilutions plus faibles, le 
temps est fonction de ce degré de dilution. A l’étuve, les choses 
vont un peu plus vite que dans le laboratoire, et la dilution limite 
semble étre encore plus faible; mais le parallélisme est parfait. 

Agglutination a Pétat naissant. — Si l’on ensemence un tube 
de sérum de Japin immunisé, soit pur, soit additionné de doses 
variables de bouillon, le lendemain, on a une culture au moins 
aussi abondante que dans le bouillon ordinaire, mais elle est en 
amas au fond du tube, elle est agglutinee. 

Si l'on colore ces amas par la méthode de Gram, on constate 
qu ils sont formés de microbes prenant trés bien la couleur, mais 
présentant la particularité d’étre en chaines d'un grand nombre 
@ articles, une vingtaine et méme davantage. Un fait semblable a 
été signalé par Metchnikoff', puis par Issaeff* pour le pneuno- 
coque de Talamon-Fraenkel cultivé dans le sérum de lapins vacci- 
nés, pour le pneumocoque de Friedlaender. 

Nous avons cherché si le pouvoir agglutinant du sérum était 
plus fort sur les microbes a l'état naissant que sur les cultures 
déja développées. 

Il nous a semblé que des dilutions trop faibles pour aggluti- 
ner les cellules faites, agissaient encore sur des microbes a 
Vétat naissant; mais les dilutions limites, dans les deux cas, sont 
bien voisines. 

Le microbe, quia pris habitude de se développer en amas 
dans une premiere culture, garde-t-il cette propriété quand on 
Yensemence dans un tube de bouillon neuf, aprés lavoir débar- 
rassé de toute trace de sérum? Il la conserve en partie; la 
deuxiéme culture est encore agglutinée, mais seulement en 
partie ; la troisiéme ne lest plus. 

En revancke, les microbes, agglutinés apres leur formation, 
ensemencés dans un bouillon neuf, y dornent un trouble uni-- 
forme; leur propriété de se mettre en amas n’a pas persisté. 

Enfin, nous nous sommes demandé si les microbes agglu- 
tinés, qui certainement ne sont pas atteints dans leur vitalité 
(coloration et ensemencements le prouvent), le sont dans leur 
virulence. Nous avons opéré a la fois sur des cultures agglu- 
tinées apres leur formation, et d’autres agglutinées a état nais- 

4. Mercunikorr, ces Annales, V, 1891, p. 473-474. 
2. IssanrF, ces Annales, VII, 1893, p. 269. 
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samt. Naturellement, le liquide de culture était décanté, rem- 
placé par du bouillon neuf, et Vopération répétée autant de fois 
qwil était nécessaire pour éliminer toute action possible du 
sérum; toutes ces manceuvres, effectuées 4 20°, ne duraient 
cudre plus d’une heure et il-n’y avait pas de nouvelle culture 
microbienne. 

Les souris, inoculées avec les amas lavés, succombaient dans 
le temps normal (48 heures, sous la peau). 

L’agglutination waltere en rien la vitalité et la virulence du 
mucrobe du rouget des pores. 


Les premiers observateurs qui ont noté le phénoméne de la 
culture en amas dans le fond des tubes, Charrin et Roger, 
Metchnikoff, avaient remarqué que cette particularité culturale 
ne se produisait que dans le sérum des animaux immunisés et 
pas dans celui des animaux neufs. Il n’en est pas ainsi pour le 
microbe du rouget. Il pousse en amas dans le sérum de Japin 
neuf pur, ou additionné de 1, 2 et méme 5 fois son volume de 
bouillon; a la dilution de 1/10, le sérum n’a plus d’action, la 
culture présente un trouble uniforme. 

Le sérum des lapins neufs a done un pouvoir agglutinant 
sur le microbe du rouget a l’état naissant, mais seulement en 
dilution trés faible; il en est de méme du sérum de cheval. Si 
l’on colore les amas, on reconnait que les microbes se colorent 
bien, mais ils sont en articles isolés, ou par chaines de 2 ou 3 
(comme dans les cultures non agglutinées). La croissance des 
microbes en longues chaines reste donc caractéristique des cultures 
contenant du sérum de lapins vaccines. 


§ 5. — Mope D’actIon DU SERUM. 
A. INocuLATIONS INTRAPERITONEALES. — Si l’on inocnle, dans la 


cavité abdominale de la souris, 1/4 ou 1/2 ¢.c. de culture en 
bouillon du rouget, on détermine une septicémie ne différant 
pas sensiblement de la maladie par inoculation sous-cutanée, 
mais évoluant plus rapidement : la souris succombe toujours 
en 24 a 48 heures. 

Examinons les diverses étapes de la maladie. Supposons que 
nous ayons inoculé 0 c. c. 4 de culture, en prenant la précau- 
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tion que la température du bouillon soit assez voisine de celle de 
la souris, 32 a 35°. — Dans ces conditions, l’afflux des leucocytes, 
mononucléaires et polynucléaires, se fait rapidement. Mais la 
phagocytose ne commence que 1 heure ou 1 heure 1/2 apres 
Yinoculation. Les deux catégories de leucocytes englobent les 
microbes; les mononucléaires, malgré leur nombre restreint, 
jouent un réle presque aussi important que les polynucléaires... 
Certains mononucléaires triplent de volume et contiennent bien 
a leur intérieur une centaine de microbes. 

Grace a cette phagocytose, le nombre des microbes libres 
diminue rapidement et, 6 ou 7 heures aprés inoculation, il est 
devenu trés faible; mais jamais nous ne l’avons vu devenir 
nul; ilreste toujours des microbes libres. Il y aincontestablement 
destruction de bacilles dans lintérieur des leucocytes, mais ce 
phénoméne se produit avec peu dintensité, et la majorité des 
microbes englobés continuent a se colorer aussi bien que les 
hbres par la méthode de Gram. 

Bientot, les microbes, jusque-la a peu pres localisés dans la 
cavité péritonéale*, vont envahir les organes internes. Le gros 
ganglion mésentérique est atteint en méme temps que la rate: 
on voit des sortes de trainées de bacilles a V’intérieur des capil- 
laires sanguins de ces organes, et une observation attentive 
permet de constater, dans un certain nombre de cas, que ces 
microbes sont dans des cellules endothéliales. Cette infection 
des organes internes commence au bout de 10-12 heures quand 
la mort doit survenir en 24-30 heures, de 24 heures quand la 
souris met 2 jours a succomber. 

En résumé, dans linfection de la souris par voie péritonéale, 
il y a réaction leucocytaire tout a fait nette. Mais cette réac- 
tion se manifeste avec une certaine lenteur; il reste toujours 
des microbes libres; les englobés ne sont que partiellement 
détruits ; les organes internes sont envahis et l’animal suecombe. 


Voyons maintenant I’évolution paralléle de la maladie chez 
une souris qui a recu la veille 1/4 ou 1/2 c. c. de sérum actif. 
L’afflux des leucocytes se fait rapidement comme dans le cas 
précédent; mais la phagocytose commence beaucoup plus tot; 


4, Dés les premiéres heures, on trouve des microbes dans le sang du cur, 
mais en petit nombre. 
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déja 1/2 heure aprés Vinoculation du virus, une partie des 
microbes sont englobés par les leucocytes, et ici nous avons 
constalé que les leucocytes qui agissent sont presque exclusive- 
ment des polynucléaires, au moins au début de la réaction. 

Nous avons recherché avec soin si les microbes ne subis- 
saient pas, avant leur englobement, quelque action de la part des 
humeurs de lorganisme vacciné. Nous n’avons pu en saisir 
aucune. Les microbes libres se colorent toujours d’une fagon 
bien uniforme et bien intense par la méthode de Gram; ils ne 
sont jamais gonflés. 

Ii ne se produit aucune agglutination dans le corps de la 
souris; en examinant des gouttes suspendues d’exsudat aussitét 
apres l’avoir retiré du péritoine, on s’en convaine facilement. 
D’ailleurs, in vitro, les microbes de Vexsudat ne s’agglutinent 
généralement pas; une fois ou deux, nous avons constaté de 
petits amas de 5 ou 6 microbes au plus. 

La phagocytose est compléte peu d’heures aprés l’introduc- 
tion du virus, quelquefois au bout de 2 heures 1/2, toujours au 
bout de 4 heures. A ce moment, on trouve un certain nombre 
de leucocytes mononucléaires renfermant des microbes se colo- 
rant bien; mais il y a toujours moins de ces macrophages que 
chez le témoin. On est frappé de ce fait que, dans les prépara- 
tions colorées au carmin aluné, puis par la méthode de Gram, 
les polynucléaires, bourrés de microbes dans la premiére heure 
de la réaction, n’en renferment plus qu’un nombre trés faible. 
Mais, en examinant avec beaucoup d’attention ces leucocytes, 
on constate qu'un certain nombre renferment une quantité de 
batonnets, ayant exactement la forme et les dimensions des 
bacilles du rouget, ne prenant plus le violet de gentiane, mais 
se colorant faiblement en rouge par le carmin; ce sont des 
microbes en partie digérés'. Les bacilles du rouget, &]’intérieur 
des microphages de la souris, sont done englobés et partielle- 
ment digérés sans perdre leur forme; jamais nous n’avons 
observé de boules comme chez les polynucléaires des cobayes 
qui ont regu te vibrion cholérique. ) 

La digestion des microbes par les mononucléaires se fait 

4, Nous avons coloré souvent nos exsudats avec l’éosine, puis le bleu de 


méthyléne, ou avec le mélange des 2 couleurs, sans jamais observer de microbes 
teints en rouge par l’éosine. 
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certainement moins vite que par les polynucléaires. Si, en effet, 
on fait une prise d’exsudat dans la cavité abdominale 24 heures 
aprés Vinoculation, on a une petite quantité de liquide purulent 
qui contient une majorité de polynucléaires ; ils sont quelquefois 
tous vides, d’autres fois, un petit nombre ont encore des 
microbes a leur intérieur. Mais l’attention est surtout attirée par 
les mononucléaires, en proportion assez élevée, qui ont une 
taille considérable et dont le protoplasme vacuolaire renferme 
encore quelques microbes, les uns se colorant bien par la 
méthode de Gram, les autres paraissant émiettés. 48 heures 
aprés inoculation, on trouve encore de rares macrophages avec 
des microbes a leur intérieur. Enfin, 3 jours aprés inoculation, 
les 2 catégories de leucocytes sont représentés en nombre a peu 
prés égal dans la cavité abdominale; tous sont vides; quelques 
mononucléaires contiennent a leur intérieur des polynucléaires. 
D’autres ont une taille considérable et on y voit quelques gra- 
nules prenant le violet de gentiane. 

De ces faits, nous pouvons conclure que les mononucléaires 
mettent un temps assez long a digérer les microbes quils ont 
incorporés; les polynucléaires jouent plus rapidement et mieux 
leur role de défenseurs de l’organisme. 

Nous avons recherché si les microbes étaient englobés a l'état 
virulent. Nous prélevions, au méme moment, des exsudats chez la 
souris qui n’avait pas regu de sérum immunisant, et chez celle 
qui avait été traitée, et nous inoculions ces exsudats a d’autres 
souris, sous la peau du dos. 

Dans une expérience, l’exsudat pris au bout de 5h. 1/2 (la 
phagocytose était compléte depuis une heure au moins chez la 
souris traitée) a tué : 


BCU dave esate Na OINS ameten er ibeisr-e acces 5 jours, 
== GT Wee ae aeomocnaae cuneeorieen 2 JOULS. 
Expérience I]. — Prise 8 heures apres : 
Exsudat des témoins........ Sane noae aoe 4 jours et demi. 
— CIV, UDI e ot coo 6080 cs esc 8 jours. 
Expérience III. — Prise 23 heures aprés : 
HX STU CL CSHLCLIN OLMIS enw yeretsitectsirseiens srssicls 2 jours et demi. 
ce CLUEET DEVE R EMER, Gat siet sete. Me lcinieririssts peorours4: 


e 
4. Une goutte de sang de cette souris, pris dans le coeur a l’autopsie, a tué 
une autre souris en 4 jours 1/2. 
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Dans tous les cas, l’autopsie a révélé Ja présence de microbes 
du rouget dans le foie, et le sang du cceur a donné une culture 
pure. 
Le temps assez long que les souris, qui regoivent l’exsudat 
de la traitée, meltent 4 mourir, s explique trés facilement par le 
nombre trés faible de microbes inoculés, C’est la un fait bien 
connu et nous ninsistons pas. 

En définitive, nous avons le droit de conclure que les souris 
qui ont recu du sérum préventif et qui sont inoculées dans la cavité 
abdominale, présentent une réaction phagocytaire tres vive, se mani- 
festant par un englobement et une destruction rapide des microbes par 
les leucocytes polynucléaires, et par une action plus lente des mono- 
nucléaires. Les microbes englobés sont vivants et virulents. Les mi- 
crobes restent localisés dans le péritoine; la maladie est locale. 

Si maintenant nous comparons les phénoménes observés chez 
les souris traitées par le sérum préventif et chez les autres, nous 
pouvons dire que le sérum a pour effet dexciter Pactivité des pha- 
gocytes et surtout des polynucléaires : ils englobent plus vite, ils 
digerent plus vite. Le sérum est done un stimulant des cellules 
chargées de la défense de l’organisme. 

Remarquons enfin que, dans nos expériences, nous n/avons 
jamais observé de phénoméne de Pfeiffer, de destruction extra- 
cellulaire des bactéries. La transformation en boules n’a méme 
jamais lieu 4 Vintérieur des leucocytes polynucléaires. Le mode 
daction du sérum contre le rouget est done assez différent de 
celui du sérum anticholérique. La ressemblance qu’admet, 
a priori, Voges, est done toute superficielle et ne saurait étre 
poussée dans le détail. 

B. InocuLarions sous-curankes. — C'est 1a le mode classique 
d’inoculation des souris. Comme nous l’avons déja dit, la maladie 
évolue moins rapidement que quand l’injection est faite dans la 
cavité abdominale; d’une fagon générale, ’animal met 24 heures 
de plus & succomber. 

Pour bien étudier la maladie développée par inoculation 
sous-cutanée, la difficulté est d’obtenir des exsudats. Or, le rou- 
get est une maladie réputée pour ne pas donner d’cedémes nota- 
bles au point dinoculation. Emmerich et Mastbaum, Voges se 
sont heurtés a cette difficulté-sans en triompher. Metchnikoff, 
dans ses recherches sur le rouget chez les lapins, a usé d’un 
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stratageme, lintroduction de chambres de Ziegler sous Ja peau, 
et il a pu constater ainsi chez les animaux inoculés, réfractaires 
ou non, une réaction phagocytaire, 

Chez nos souris, nous faisions d’abord les inoculations sous 
Ja peau de la cuisse et, comme nos devanciers, nous n’obtenions 
pas d’cedeme, ni dexsudat au point dinjection. Nous avions 
alors imaginé d'introduire sous la peau de la cuisse des tampons 
douate trempés dans une culture en bouillon de rouget; nous 
constations alors uve réaction phagocytaire trés nette, plus 
prononcée chez les souris immunisées que chez les autres. Mais 
cette méthode était passible d’objections relatives a la présence 
du coton, et nous avons enfin réussi & produire un cedéme sans 
user dvartifice. Il suffit dintroduire, avec précaution, le virus 
sous la peau du ventre. Il se forme, a l’endroit de la boule d’ino- 
culation, un petit exsudat gélatineux, tremblotant, formé de 
leucocytes enrobés de fibrine. Nous avons pu ainsi étudier la 
réaction des souris, immunisées et non, contre le microbe du 
rouget des porcs introduit sous la peau. 

Il ya, dans tous les cas, une réaction leucocytaire trés nette; 
mais la phagocytose ne commence a se manifester abondam- 
ment que 5 ou 6 heures aprés linoculation de 1/4 c. c. de cul- 
ture. 

Il est difficile de se rendre un compte exact des phénoménes 
qui se succédent, en faisant des prises d’exsudat avec une pipette 
stérilisée; quand on étale ensuite la petite goutte de liquide 
obtenue sur une lamelle, on brise un grand nombre de leuco- 
cytes ‘ et des microbes sont ainsi rendus libres. Il est préférable 
de sacrifier des souris & des temps variables aprés inoculation 
du virus, et de faire des coupes dans un fragment de peau enlevé 
‘au point ot se trouve l’cedéme. 

On constate alors que, chez la souris immunisée, la phago- 
cytose est a peu prés, sinon absolument compléte 24 heures 
aprés Vinoculation (déja, au bout de 15 heures, les microbes 
libres sontrares) ;l’cedéme est constitué par un trés grand nombre 
de cellules, serrées les unes contre les autres, presque toutes 
renfermant des microbes a leur intérieur, plus ou moins dégé- 
nérés, la plupart prenant encore bien le violet de gentiane. 


4, Ainsi, sur les frottis, on n’observe jamais de leucocytes mononucléaires 
avec des microbes a leur intérieur; les coupes seulesrévélent leur présence. 


32 
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La majorité de ces cellules est constituée par des leucocytes 
polynucléaires, mais on trouve aussi quelques mononucléaires. 
Ces derniers apparaissent proportionnellement plus nombreux 
48 heures aprés lVinoculation; un certain nombre sont tres 
allongés et manifestent une tendance a se transformer en cel- 
lules conjonctives. Ace stade d’ailleurs, les microbes ont disparu 
en grande partie, et les leucocytes polynucléaires qui en ren- 
ferment, se colorant par la méthode de Gram, deviennent assez 
rares. Parfois méme, au bout de 48 heures, la phagocytose est 
compleétement terminée. 

L’exsudat de la souris prélevé 24 heures aprés l’introduction 
du virus, est pathogéne pour la souris; retiré 48 heures aprés, il 
n’améne jamais la mort. 

En dehors du point d’inoculation, les microbes sont excessi- 
vement rares. 

Une goutte de sang du cceur, prise 24 heures aprés lintro- 
duction du virus, ensemencée sur gélose, ne donne que 4 ou 
5 colonies; l'examen de coupes du ganglion de laine, de la 
rate, du foie, ne décéle aucune trace de microbes. La maladie 
reste donc localisée. 

Chez la souris témoin, qui n’a regu que du sérum de lapin 
non immunisé, il y a également phagocytose assez intense par 
les leucocytes polynucléaires, 24 heures aprés linoculation du 
virus. 

Mais, a coté des microbes englobés, il y en a de libres, et 
tout le tissu avoisinant l’cedéme, méme la base des poils, est 
infiltré de bacilles bres et isolés. D’ailleurs cet cedéme est moins 
volumineux que chez la souris immunisée, et les leucocytes y 
sont nettement moins serrés les uns contre les autres. 

C’est également au bout de 24 heures que les bacilles enva- 
hissent les organes internes de la souris qui doit succomber. On 
en trouve libres ou inclus dans les cellules endothéliales des 
capillaires spléniques et rénaux (nous n’en avons pas vu dans 
les capillaires des glomérules); le foie n’est pas encore atteint; 
lensemencement d’une goutte de sang du cceur sur gélose donne 
de trés nombreuses colonies. 

Nous avons encore le droit de conclure des faits observés 
que les souris, immunisées par le sérum, résistent & une inocu- 
lation sous-cutanée du virus, parce que les leucocytes (et surtout 
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les polynucléaires) ont acquis le pouvoir d'englober rapidement 
et de digérer les bacilles vivants et virulents. 

Conclusion. — Les résultats obtenus mettent donc en lumiére 
le réle capital et décisif des leucocytes dans la guérison des 
souris immunisées passivement. Certes, chez les souris qui suc- 
combent au rouget, la réaction leucocytaire n'est pas négli- 
geable; elle est trés intense; mais elle est insuffisante pour pro- 
téger Panimal; beaucoup de leucocytes, surtout les mononu- 
cléaires, paraissent ne pas pouvoir détruire les microbes quwils 
renferment, et on trouve, 4 la mort de la souris, des quantités 
de microbes 4 Vintérieur des macrophages. Au contraire, chez 
les souris immunisées, l’englobement des microbes par les leu- 
cocytes est complet, leur destruction aussi; elle est plus ou 
moins rapide suivant le leucocyte qui les contient... 

Il nest done plus possible de soutenir, commel’ont fait 
Emmerich et Mastbaum d’une part, Voges et Schiitz de l’autre, 
que la phagocytose ne joue aucun role dans la défense de l’or- 
ganisme chez les souris immunisées. 

Enfin, il nous est facile d’infirmer les hypothéses formulées 
par les deux derniers savants. Puisque nous prouvons que les 
microbes sont englobés par les phagocytes a un état ot ils sont 
vivants, virulents, ott ils se colorent par la méthode de Gram, il 
n’est plus possible de prétendre a priori que, dans Vorganisme des 
vaccinés, il y a d’abord destruction de la coque du microbe (cette 
coque & laquelle il devrait la propriété de prendre le Gram), 
puis de son corps protoplasmique, le tout en dehors des cellules. 


CONCLUSIONS GENERALES. 


1. On peut, en vaccinant les lapins par la méthode pasto- 
rienne, obtenir un sérum antiinfectieux contre le microbe du 
rouget des porcs. 

2. Ce sérum, utilisé chez les souris, a des propriétés préven- 
tives; il est également curatif 4 condition d’intervenir moins de 
24 heures aprés l’introduction du virus, alors que l’infection 
n’est pas encore généralisée. 

Il est actif chez le pigeon et chez le lapin, 

3. In vitro, le sérum contre le rouget n’est pas bactéricide ; 
il est doué de propriétés agglutinantes trés manifestes, et a des 
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dilutions trés fortes. Les microbes agglutinés n’ont rien perdu 
de leur virulence. Ces bacilles, dans le sérum immunisant, 
croissent en chaines d’un grand nombre d articles. 

4. Chez les souris immunisées passivement, les humeurs de 
Yorganisme n’exercent aucune action sur les microbes; leur 
destruction a lieu par les phagocytes qui les englobent 4 l'état 
vivant et virulent. 

Le sérum est un stimulant des cellules chargées de la défense 
de l’organisme. (Le virus était introduit soit dans la cavité abdo- 
minale, soit sous la peau du ventre.) 


Ce travail a été exécuté sous la direction de M. Metchnikoff. 
Je prie mon illustre maitre de croire & ma vive reconnaissance 
pour ses excellents conseils. 


CONTRIBUTION 


A V'ETUDE DE LA PLASMOLYSE CHEZ LES BACTERIES 


Par M. Le Proresseur W. PODWYSSOTZKY er M. B. TARANOUKHINE 


(Travail de l'Institut de pathologie générale & l'Université de Kieff.) 


Cette courte communication présente le résultat d’un certain 
nombre d’observations concernant la morphologie d’une bactérie 
charbonneuse. Ces observations offrent un intérét général pour 
Pétude de la structure d’une cellule bactérienne, pour celle de la 
plasmolyse, et aussi pour celle du mouvement brownien. 

La lécithine, d’apres les observations de M. B. Danilewsky, 
est un des plus forts stimulants de l’organisme animal et végé- 
tal. Pour étudier systématiquement les conditions vitales des 
bactéridies charbonneuses sous | influence de la lécithine, il fallait 
mélanger au milieu de culture ordinaire, gélatine ou gélose, non 
seulement de la lécithine pure, mais aussi des corps organiques 
renfermant beaucoup de lécithine et notamment les jaunes. 
d’ceufs et le cerveau. Nous ne nous occuperons point dans cette 
étude de l’influence de la lécithine et des milieux qui en contien-~ 
nent sur la biologie de la bactérie charbonneuse, parce que 
cette étude formera le sujet d’un chapitre spécial, fait par 
M. B. Taranoukhine : nous nous bornerons ici au milieu conte- 
nant la matiére du cerveau, pour étudier les altérations si 
importantes qu’il produit dans le corps des bactéries. 

Pour obtenir ce milieu, on triture 200 grammes de cerveau 
frais de veau jusqu’a ce qu'on obtienne une masse homogéne, 
dune couleur rose claire, ressemblant 4 de la pommade. On 
compléte & un litre avec de l’eau ordinaire et on laisse cette 
émulsion a 20 0/0 reposer pendant 24 heures dans un endroit 
froid. On chauffe ensuite 4 100° pendant.une 1/2 heure. 
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On ajoute 5 grammes de sel ordinaire, 16 grammes de gélose 
et 15 grammes de peptones, et on chauffe encore une fois a 120°. 
La réaction du milieu est alcaline : il est surperflu dele neutra- 
liser. On filtre, on verse dans des éprouvettes et on stérilise 
encore une fois pendant 1/4 d’heure a 115°. 

Les cultures des bacilles charbonneux ensemencés sur cette 
eélose & une température de 42-43° C, présentent certaines 
particularités qui permettent d’étudier avec une clarté inconnue 
jusqu’a présent la structure de la cellule bactérienne, de prouver 
la présence dune membrane d’enveloppe dans les bactéries, et 
d’élucider quelques détails dans la formation des spores. Il est 
aisé aussi d’observer le mouvement brownien avec une netteté 
parfaite. 

Faisons par la méthode ordinaire, sur un porte-objet, une 
préparation séche d’une culture de 20 a 24 heures, a la tempé- 
rature de 42-43°, de bactéries charbonneuses, coloronsrapidement 
par une solution aqueuse de violet de gentiane, puis lavons dans 
une eau légérement acidulée par 1-2 0/0 d’acide acétique, nous 
verrons que les bactéries se présentent sous forme de filaments 
plus ou moins allongés, avec une segmentation trés nette en 
articles séparés, el avec une membrane d’enveloppe trés visible 
et incolore. La partie colorée de chaque article se différencie 
clairement de la membrane d’enveloppe trés brillante, ainsi que 
de la cloison, non moins brillante, qui la sépare de l’article voi- 
sin. Grace a cette disposition, chaque article de la bactérie offre 
Ja forme d’un étui ou d'une boite allongée, remplie par un corps 
coloré, ressemblanta un batonnet, et qui adhére par toute sa sur- 
face aux parois de l’étui. 

La membrane d’enveloppe offre une certaine épaisseur, un 
double contour, elle est brillante et incolore, 

A cété de ces cellules, remplies complétement par le proto- 
plasma coloré, on observe quelquefois dans les mémes filaments, 
et quelquefois dans d’autres filaments, des cellules dont le 
contenu coloré est notablement réduit et réuni au centre. 

Ces bactéries présentent la forme d’une boite, renfermant au 
centre un petit corps ratatiné, fortement coloré. Si les articles 
sont courts, c’est-a-dire appartiennent a des bactéries jeunes, 
en voie de division, le corps central coloré est aussi court, presque 
globuleux (v. la fig. 2, pl. V). Dansles articles allongés aucontraire, 
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le corps coloré central offre une forme allongée, et dans ce cas 
son grand diamétre correspond au grand diamétre de l’article 
(v. la fig. 1, 3, 4, 8). 

Les filaments des bactéries, changés en batonnets, séparés 
par des cloisons et entourés W’une membrane trés visible, ren- 
fermant dans leur intérieur le plasma ratatiné et fortement coloré, 
sous forme de corps plus ou moins courts ou allongés, offrent 
un aspect tout particulier, qui ressemble si peu aux bactéries 
charbonneuses, qu’aucun observateur non prévenu ne les recon- 
naitra comme telles. 

Cette altération particuliére est surtout typique sur des cul- 
tures de2, 3, 4 jours, conservées a 42-43° C. Ici, on trouve des 
places ou tout le champ visuel est recouvert par des bactéries 
modifiées. Il est trés rare de rencontrer un batonnet plus ou 
moins normal avec samembrane d’enveloppe trés nettle, comple- 
tement remplie par du plasma coloré. 

Ce qui frappe surtout et attire l'attention de lVobservateur, 
c’est la mobilité des corps colorés, renfermés dans leurs boites. 
Au début, au moment of on vient de mouiller la préparation 
séche, ce mouvement ne s’observe que par places, sur certains 
batonnets, et offre le caractére d'une simple vibration, Petit a 
petit il devient de plus en plus énergique, et au bout de quelques 
minutes on voit tout Je champ visuel s’animer, et chaque corps 
ovale ou allongé, renfermé dans son étui, accomplit des excur- 
sions agiles dans sa cavité. Ces excursions sont d’autant plus 
rapides que le corps est plus petit. On rencontre aussi des 
boites qui renferment un corps allongé séparé en deux corps 
plus petits; dans ce cas chaque corps effectue une danse véri- 
table. Si le corps est trés petit, il se meut avec une activité sur- 
prenante, se heurte aux corps voisins, etc.; chaque particule a 
un petit flagellum (fig. 5). 

Il est vraiment impossible de croire qu’on se trouve en pré- 
sence d’un mouvement passif. Le mouvement que nous venons de 
décrire peut durer dans quelques batonnets jusqu’a la dessic- 
eation de l'eau. Si on enduit la préparation par du baume pour 
éviter l’évaporation de Peau, on peut observer ce mouvement 
3,4 jours, et méme davantage, quoiqu'il ne s’effectue plus avec 
la vivacité primitive. Le mouvement s’arréte quand la prépa- 
ration est trop longtemps exposée a l’action de l’eau, et les corps 
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colorés, paralléles au grand diametre du batonnet, sont alors 
devenus perpendiculaires, de sorte quils paraissent s appuyer 
aux parois latérales de la membrane (v. la fig. 4). Si on ajoute 
un peu d’eau a la préparation préalablement desséchée, on 
observe que le mouvement des corps colorés réapparait; mais 
ce phénoméne ne s’observe que dans les corps qui ont 
conservé leur position normale, c’est-a-dire quand le grand axe 
du corps correspond au grand axe du batonnet..Si le corps 
coloré a pris une position perpendiculaire, s'il est luxé, en 
quelque sorte, son mouvement ne peut plus étre restitué. D’une 
maniére générale, on peut dire que l’addition de l’eau a une pré- 
paration desséchée réveille le mouvement, mais ce mouvement 
ne possede plus le caractére énergique qu'il offrait 4 l’état frais. 

Les modifications que nous venons de décrire dans la struc- 
ture des bactéries charbonneuses ne peuvent étre expliquées que 
de la fagon suivante : sous linfluence d’une température élevée, 
combinée a l’action du mélange de peptone et du cerveau de 
veau a 20 0/0 avec la gélose ordinaire, il se produit une disso- 
lution, une plasmolyse de la couche albumineuse plasmique de 
la cellule qui avoisine la membrane. Par suite de cette action, le 
contenu se différencie, se sépare en quelque sorte de lenveloppe, 
qui apparait alors avec une netteté surprenante. La dissolution 
ne seffectue pas au méme degré dans toute la longueur du 
contenu albumineux de la bactérie, elle est plus forte au centre : 
grace a cette circonstance, les corps centraux sont plus minces 
en leur milieu et épaissis a leurs bouts. Quand la dissolution 
arrive a un degré plus avancé, le corps peut se rompre en deux 
granulations séparées. 

Quant a la mobilité des corps non dissous, il est évident que 
nous avons affaire au mouvement brownien. Il est plus net que 
dans les corpuscules salivaires' ot il a été découvert, que dans 
les ceufs fraichement écrasés des grenouilles et des poissons? 
ou des particules organiques trés fines, suspendus dans 
Peau’. Les mouvements s’effectuent ici dans une cavilé bien 


4. Roserr Brown, botaniste anglais, qui Je premier a vu et décrit le mouves 
ment oscillatoire des particules élémentaires, naquit en 1773. 

2. R. Arnpr. Beobachtungen an den Hiern der Frosche und Fische (Virch. 
Arch., 1888, Bd. 80). 

3. Comp. les travaux de Briicke, Wiener, Exner et particuli¢rement de Naegeli 
Ueber die Bewegung kleinster Kérperchen (Untersuch., uber niedere Pilze, 
Munchen 1882). Voyez aussi Zettnow dans son travail Ueber die Bau der grossen 
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limitée, o& les mouvements sont plus vifs et plus capricieux 
que ceux qui persistent lorsque, par suite de la rupture d’une 
cellule, les granules protoplasmiques entrent en suspension dans 
Peau. Les plus fins de ces corpuscules allongés, non seulement 
s'agitent dans leurs cylindres creux, mais s’infléchissent, se 
contournent et simulent si bien le mouvement actif, indépendant, 
dun microbe vivant que des yeux bien exercés peuvent s’y 
tromper et les prendre pour des bactéries vivantes. 

* 

4 x 

En étudiant les cellules, exposées pendant 3-4 jours & une 
température de 42-43°, on les trouvait farcies de spores, fait 
intéressant a noter, prouvant que les spores peuvent se produire 
a une température aussi élevée, Les vieilles cultures renfer- 
ment des quantités énormes de spores, et augmentation de 
leur nombre suit pas a pas la destruction des filaments de 
bactéries. 

Si on étudie attentivement les préparations contenant beau- 
coup de spores, on arrive a voir que les spores peuvent se 
produire dans l’intérieur des restes ratatinés du plasma des 
bactéries. On voit apparaitre un champ clair au centre et 
quelquefois au bout du corps coloré : ce champ s’agrandit, devient 
ovale, brillant, et en examinant toute une série détats transi- 
toires, on acquiert la conviction qu’on se trouve en présence de 
spores (comp. les fig. 6) qui deviennent peu a peu complétement 
libres aprés la destruction de leur membrane d’enveloppe. Ce 
mode de production des spores démontre qu'elle s’effectue aux 
dépens de la substance protoplasmique de la bactérie. Quand la 
spore acquiert sa grandeur définitive, la substance colorée appa- 
rait sous forme de petits amas, réunis aux deux poles. 

La membrane d’enveloppe de la bactérie ne prend aucune 
part dans la formation des spores. 

Ce mode de production des spores n’a pas encore été observé 
jusqu’a présent. Quand on colore les spores, ce ne sont que les 
spores devenues libres qui prennent une couleur rouge intense : 
les spores contenues dans leurs boites ne prennent qu'une colo- 
Spirillen (Zeit. 7. Hygiene, Bd. 24, 1896), qui donne une description du mouve- 


ment moléculaire du contenu finement granuleux des bactéries dans une vieille 
culture de Spiril. undula. 
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ration rose clair'. Les corpuscules renfermant des spores déve- 
loppées ou des spores en voie de formation n’offrent plus de 
phénoménes de motilité. 

Tous ces phénoménes ne s’observent d'une fagon nette que 
dans les cultures contenant de la matiére cérébrale et de la 
peptone : si on supprime la peptone, on n’a plus de phénoménes 
aussi nets; on ne remarque dans ce cas que quelques mouve- 
ments moléculaires se montrant de temps en temps dans l’inté- 
rieur des bactéries. On n’a pu trouver rien de bien accentué 
sur les milieux de gélose préparés avec un mélange de lécithine 
ou de jaune d’muf. Ce phénoméne fait aussi défaut sur les cul- 
tures du vaccin charbonneux sur de la gélose ordinaire, sur la 
gélose additionnée de peptone, de jaune d’ceuf, ou sur de la 
gélose cérébro-peptonée. Dans tous ces cas, les bactéries se dis- 
solvaient et s’amincissaient sur toute leur surface ensemble 
avec leur membrane d’enveloppe* (fig. 11, 12, 13). Cette mem- 
brane d’enveloppe ne présente pas un contour séparé brillant, 
et on n’observe que de temps en temps les phénoménes de 
plasmolyse, qui consistent en une désagrégation du plasma des 
bactéries en quelques granulations tres fines, animées d'un 
mouvement brownien de peu dimportance dans leur cavité 
entourée d’une membrane. Par conséquent nous pouvons recom- 
mander notre nouveau milieu de culture, a la tempér. de 42-43° C., 
comme le meilleur pour étudier les phénomenes de plasmolyse qui se 
relient d@ une séparation nette de la membrane denveloppe, ainsi que 
pour Uobservation du mouvement brownien. 

La théorie actuelle, qui fait de la plasmolyse un processus 
relié aux phénoménes de losmose, résultant d’une contraction 
du contenu protoplasmique aprés séparation de la membrane 
denveloppe, fut étudiée en 1891 par Alfred Fischer* sur les 
bactéries. Ce savant a aussi attiré l’attention sur importance 
de ce processus de plasmolyse pour I’intelligence de ia structure 
fine @une cellule de bactéries. 

Quelques années plus tard, il consacra 4 la méme question 


1. apparition des spores dans l’intérieur du plasma ratatiné des bactéries 
ne doit pas étre confondue avec le processus de vacuolisation qui est si fréquent 
dans le phénoméne de plasmolyse, A. Fischer attire l’attention sur cette erreur 
trés frequente. (Untersuch. tiber Bacterien, page 8.) 

2. On pourrait, en se basant sur ce fait, conclure que la cause de la faiblesse 
dela cellule du vaccin se rapporte ala moindre résistance de la membrane. 

3. Bericht. d. Kénig Sachs. Gesells. d. Wissensch, 1891, pag. 52. 
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des études approfondies ', et démontra que le processus de con- 
traction du contenu protoplasmique des bactéries sous Vinfluence 
des solutions de sel ou de salpétre, se fait comme dans d’autres 
cellules végétales, et témoigne de l’existence chez les bactéries 
d’une membrane d’enveloppe propre, indépendante, comme 
Cohn * Vavait dit le premier. Depuis Cohn, on n’avait bien vu 
cette enveloppe que chez certaines bactéries, chez qui elle 
s’épaississait fortement de maniére & se transformer en une 
capsule hyaline. Dans ces cas, cette capsule ne fut nullement 
considérée comme une formation indispensable, existant dans 
toutes les bactéries, mais comme une accommodation temporaire 
a caractére défensif*. C’est Fischer quia démontré l’existence 
chez les bactéries d’une membrane propre, différenciée au point 
de vue chimique et physique du contenu protoplasmique. Pour 
les bactéries charbonneuses en particulier, cette membrane 
propre fut remarquée pour la premiére fois en 1888 par 
Serafim. Johne*, en 1894, démontra que, pour rendre visible la 
présence d’une membrane propre dans une bactérie charbon- 
neuse, il est indispensable, aprés avoir coloré le couvre-objet a la 
gentiane, de le relaver dans une solution a 2 0/0 d’acide acétique, 
et, apres la dessiccation, de monter, non au baume de Canada 
mais dans l'eau. Dans ce cas la membrane apparait avec une 
clarté étonnante, et non seulement sur les piéces prises sur 
Vanimal lui-méme, mais, d’aprés les observations de Hasse, 
confirmées plus tard par Johne, sur les piéces recueillies sur des 
milieux nutritifs artificiels, et plus particuliérement sur les 
cultures en sérum liquide. 

Il est vrai que par la méthode de Johne on peut voir tres 
distinctement la membrane d’enveloppe, mais comparées a cette 
méthode, nos préparations de cultures sur de la gélose cérébro- 
peptonée a la température de 42-43° C. offrent des images 
incomparablement plus nettes. I] n’est pas nécessaire de relaver 


4. A. Fiscuer, Untersuch. uber Bakterien (Jahrbiicher f. wiss. Botanik- 
Bad. xxxit, 1894, p. 1-460). Voyez aussi: Untersuchungen uber den Bau der Cyano- 
phyceen und Bakterien, Jena, 1897, et Vorlesungen uber Bakterien, 1897, Jena. 

2. Beitrage zur Biologie der Pflanzen, 1875, pag. 138. 

3. Comparer sous ce rapport les premiéres observations de Metchnikoff 
(Virch. Arch. 188%) et aussi les données nouvelles de /. Sawtchenko (Arch. Russes 
de Pathologie, 1897, vol. IlJ, pag. 283). 

4, Deuts. Zeitchr. d. Thiermed. und vergl. Pathol., 1893, Bd 19; 41894. 
Bel 20, et Deutsche Thierarstlich Wochenschr., 1894, 
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la préparation avec de l’acide acétique; image que nous avons 
décrite plus haut s’observe aprés un lavage dans de l’eau ordi- 
naire. Cette circonstance démontre clairement que l’enveloppe 
existait dans la culture méme, et qu'il n’est pas nécessaire pour 
prouver son existence de recourir aux différents réactifs produi- 
sant une tuméfaction de cette membrane. L’enveloppe devient 
moins distincte (sans pourtant arriver 4 une complete dispari- 
tion) quand on monte nos préparations dans le baume, mais ceci 
dépend des conditions de ja réfringence de la lumiére. 

Grace & ce mode d'isolement de la membrane d’enveloppe 
dune bactérie, il devient possible d’étudier sa composition 
chimique. En nous basant sur les réactions que nous avons faites 
jusqu’a présent, nous pouvons dire qu'elle ne se compose point 
de cellulose. On faisait agir sur nos préparations tous les 
réactifs possibles renfermant de Viode (teinture diode, solution 
de Lugol, chlorure de zine iodé) et on n’a pu démontrer aucune 
trace de cellulose dans la membrane d’enveloppe de la bactérie ; 
elle reste invariablement jaune. Il est évident que l’enveloppe 
présente une composition albuminoide, car sous linfluence 
de la solution de Lugol ou de chlorure de zinc iodé, dans linté- 
rieur des bactéries, on voit apparaitre des granulations se colo- 
rant fortement en rouge brun, comme le glycogene. 

L’action plasmolytique de notre milieu de culture a 42-43° C, 
ne se manifeste plus a37-38° C. Nous ne l’avons en outre étudiée 
que sur les bactéries charbonneuses. Nous espérons que ce milieu 
produira une influence identique sur les autres bactéries et per- 
mettra d’étudier différents points obscurs dans la morphologie 
et la biologie des bactéries, particuliérement la structure de 
la membrane d’enveloppe, la formation des spores, et le mouve- 
ment brownien sur lequel on sait si peu de chose. 
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EXPLICATION DES FIGURES DE LA PLANCHE V 


= 


Fic. 1-9. La bactéridie virulente cultivée sur de la gélose renfer- 
mant la matiére cérébrale & 42°,5-43°. Coloration par le violet de 
gentiane. 

Fig. 1, 2, 5. Développement pendant 24 heures a 42°,5. Grossisse- 
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ment de la fig. 2, 750 diam. ; fig. 1, 1,200 diam.; fig. 5, 1,500 diam. Les 
amas de plasma de la fig. 1 n’ont pas manifesté de mouvements; les 
petits corps ronds de la fig. 2 présentent des mouvements vifs. Ces 
mouvements sont surtout trés forts dans le segment ou le corps plas- 
mique s’est divisé en deux parties (fig. 5). 

Fic. 3. Développement a 42°,5 pendant 48 heures. (Grossissement 
1,200 diam.). 

Fic. 4. Développement a 42°,5 pendant 48 heures; grossissement 
750 diam. Les corps allongés, renfermés dans des cavités, présentaient 
une mobilité énergique. Il n’y a que les corps, disposés dans le dia- 
meétre transversal du segment, qui sont restés immobiles. Malgré que 
Ja préparation avait été entourée de vernis, les mouvements se prolon- 
gent pendant 4 jours. 

Vic. 5. Une partie de la méme préparation, grossie 1,500 fois. Dans 
le segment inférieur, le plasma s’est déchiré en deux parties qui mani- 
festent des mouvements énergiques, notamment le fragment inférieur, 
muni d’un appendice allongé. 

Fie. 6. Cinquiéme jour a 43°. Quantité de spores, dont quelques- 
unes se développent dans l’intérieur de plasma coloré. 

Fic. 7, Méme préparation, traitée par la solution de Lugol. Les 
granulations sont peut-étre du glycogéne. 

Fic. 8. Préparation d'une goutte pendante de culture 4gée de 
2 jours et faite 4 42°,5. Les mouvements sont tout aussi énergiques. La 
préparation a été colorée sans dessiccation préalable. 

Fic. 9. Culture de 4 jours & 42°. On observe l’apparition des parties 
transparentes au milieu de chaque amas coloré. 

Fic. 10. Premier vaccin, cultivé sur gélose ordinaire pendant 
24 heures a 42°. Chaque segment renferme plusieurs petites granula- 
tions qui se meuvent faiblement. Grossiss. 1,000 diam. 

Fic. 144. Premier vaccin, cultivé sur gélose, renfermant de la 
substance cérébrale, pendant 48 h. & 43°. Grossiss. 1,000 diam. 

Fig. 12. Premier vaccin cultivé sur gélose lécithinée pendant 
24 heures A 42°,5. Les segments sont petits; quelques-uns d’entre eux 
sont a peine visibles. Grossis. 1,200 diam. 

Fic. 13. Premier vaccin, développé pendant 36 heures a 53°, sur 
gélose, renfermant du cerveau. Beaucoup de segments sont contournés. 
Grossiss. 1,000 diam. 


CONTRIBUTION 4 L'ETUDE DU VENIN DES SERPENTS 


Par C. WEHRMANN 


(Travail du laboratoire de M. le docteur Calmette, 4 V’Institut Pasteur de Lille. 


Les glandes venimeuses des serpents ne sont que des paro- 
tides, et le venin présente une analogie étroite avec la salive 
qui, comme l’a montré M. le professeur A. Gautier, est toxique 
méme chez homme, mais a un bien moindre degré. 

En 1884, M. Lacerda, dans ses Lecons sur le venin des serpents 
du Brésil, exposait le résultat de ses recherches sur le pouvoir 
digestif du venin. Ses expériences établissent que le venin 
émulsionne les graisses, coagule le lait, dissout Ja fibrine et le 
blanc dceuf coagulé, mais quil ne saccharifie pas l’amidon. 
Toutefois, les solutions de venin dont il faisait usage n’étant 
point stériles, on peut admettre que des phénoménes de putré- 
faction sont intervenus dans ses expériences. 

De plus, rien ne dit que ce soit le venin lui-méme qui pro- 
duise les actions diastasiques. Il se peut que, dans le liquide 
organique qui le contient, il y ait en méme temps que lui des dias- 
tases dont il peut lui-méme éprouver influence, comme lazymase 
de la levure subit l’action de la trypsine qui ’accompagne ordi- 
nairement. 

Les sucs digestifs normaux de l’organisme exercent, dans 
beaucoup de cas, une action destructive sur les diastases et sur 
les toxines microbiennes. Ainsi en ce qui concerne les toxines 
diphtérique et tétanique, MM. Nencki, Sieber et Schoumow-Sima- 
nowski (Centralblatt fir Backteriologie, 1898, N° 19 et 20) ont 
constaté leur destruction par le suc gastrique et le suc pancréa- 
tique des animaux. D’autre part Ransom (Deutsche medicin. 
Wochenschrift, N° 8, 1898) trouva que la toxine tétanique, 
absorbée en doses énormes (100,000 doses mortelles), ne pro - 
duit aucun malaise chez les animaux, ne passe pas dans leur 
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sang, et ne donne a ce dernier aucun pouvoir antitoxique, mais 
qu’elle traverse le tube digestif, impunément pour l’animal et 
sans étre détruite. Toutefois les recherches des premiers expé- 
rimentateurs que nous avons cités montrent que les toxines sont 
bien détruites par les sues digestifs, surtout par certains 
mélanges de ces sucs, tels que le mélange de suc pancréatique 
et de bile. 

Le suc pancréatique et la bile n’ont cependant aucune action 
immunisante a proprement parler; ils modifient ou détruisent 
les toxines aprés un contact in vitro plus ou moins prolongé, 
mais cette action n'est pas immédiate. 

Nous savons, d’aprés les recherches de Fraser, de Phisalix 
et d’aprés celles que nous avons publiées antéricurement 
(ces Annales, 1897, XI), qu’a ’égard du venin des serpents la bile 
exerce aussi une action digestive manifeste in vitro. 

Il nous a paru inléressant, a tous ces points de vue, de 
rechercher, avec les données nouvelles qui nous ont été apportées 
par l’étude des sucs glandulaires normaux de lorganisme et par 
celle des diastases oxydantes (oxydases de G. Bertrand), si les 
faits annoncés par Lacerda sont exacts, et quel est l’effet produit 
sur le venin par les principales diastases hydratantes ou 
oxydantes. 


I. — Action DIASTASIQUE DU YENIN. 


a) Action du venin sur Vamidon. — Nous avons étudié 
action du venin tel qu il est extrait des glandes des serpents, 
simplement desséché dans le vide, puis redissous dans eau 
distillée a 1 : 100. 

Par comparaison, nous avons étudié ensuite l’action de la 
méme solution chauffée a 75° et filtrée au filtre Chamberland, 
c’est-a-dire débarrassée de l’albumine et des éléments cellulaires 
qui se trouvent toujours en grande quantité dans le venin normal. 

La toxicité de ces deux solutions de venin (chauffée et non 
chauffée) est sensiblement la méme, comme l’a démontré 
M. Calmette, mais la solution chauffée et filtrée présente le 
erand avantage d’étre stérile. 

Nous les avons expérimentévs Pune et lautre sur l’amidon 
ecru et sur l’amidon amené a l'état d’empois. L’amidon cru est 
stérilisé au préalable par un chauffage a 80° pendant 24 heures 
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dans une étuve séche; ensuite nous |’émulsionnons a 4/100 
dans de l'eau distillée stérile. L’empois d’amidon (a 1/100) est 
stérilisé & 120 degrés. 

L’émulsion d’amidon cru est distribuée par fractions de 
10 c. c. dans plusieurs petits ballons, puis additionnée de 1 et 
2c. c. de venin cru et de venin chauffé, Aprés 24 heures 4 40°, 
le liquide ne contient pas de sucre réducteur. 

Le contenu dun ballon est filtré, pour le débarrasser des 
grains d’amidon, et traité par l’acide chlorhydrique a 110° pen- 
dant une demi-heure. Ensuite il est neutralisé au carbonate de 
soude et éprouvé au Fehling. ll n’y a ni précipité ni trouble, Le 
liquide ne contenait donc pas de dextrine, qui serait hydrolisée 
et transformée en sucre réducteur. 

La méme série d’expériences est répétée avec l’empois d’ami- 
don. Ni avant l’expérience, ni apres le contact avec le venin, 
Yempois d’amidon n’a décelé la moindre trace de sucre réducteur. 

Le venin ne saccharifie done ni l’amidon cru ni l’empois 
@amidon. 

b) Action sur le saccharose. — Une solution de saccharose a 
100/0, stérilisée & 120° et tres légerement alcalinisée par le carbo- 
nate de soude, est éprouvée au Fehling. Pas de sucre réducteur. 

20 c. c. de cette solution, additionnés de 2 c. c. de venin cru, 
sont portés a 40° pendant 20 heures. Le liquide est devenu opa- 
lescent; éprouvé au Fehling, il prend une couleur verdatre et 
donne un léger précipité cuivreux sur le filtre. 

La méme expérience, faite avec du venin chauffé a 75° et 
filtré au Chamberland, donne un résultat identique. 

Notre venin, méme aprés chauffage jusqu’au dela de la tempé- 
rature de coagulation des albumines, intervertit donc faiblement, 
mais nettement, le saccharose. 

c) Action sur la fibrine. — Pour avoir de la fibrine aussi pure 
et aussi stérile que possible, nous détachons la partie supérieure, 
riche en fibrine, d’un caillot de sang de cheval, nous la hachons 
et la lavons longtemps sur un tamis a J’eau stérilisée. Les gru- 
meaux sont ensuite macérés pendant une nuit, en y ajoutant un 
peu de chloroforme, et le lendemain on change encore l’eau jus- 
qu’a ce qu'elle reste parfaitement limpide. 

On prépare 4 ballons contenant chacun 10 grammes de fibrine 
dans de l’eau stérilisée. Dans les trois premiers on ajoute 2, 4 et 
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6c. c. de venin chauffé et filtré, le seul qu’on puisse employer, 
car le venin non chauffé donne a lui seul la réaction du biuret. 
Le quatriéme ballon sert de témoin. On y ajoute un cinquidme 
ballon témoin contenant le méme venin sans fibrine. Tous ces 
ballons sont maintenus 4 40° degrés pendant 24 heures. 

Au bout de ce délai, le contenu des deux ballons témoins n’a 
pas changé d’aspect et ne donne pas la réaction du biuret. Les 
trois ballons d’épreuve donnent cette réaction d'une facon d’au- 
tant plus nette qu’ils contiennent plus de venin, sans que toute- 
fois les grumeaux de fibrine aient changé d’aspect. 

Le venin peptonise done la fibrine, bien que faiblement. 


II. — AcTION DES DIASTASES ANIMALES OU VEGETALES, HYDRATANTES 
ET OXYDANTES SUR LE VENIN. 


Nous avons commencé par nous assurer que les doses de ces 
diastases que nous devions employer ne peuvent pas provoquer 
d’accidents toxiques; nous croyons inutile de donner les nom- 
breuses expériences par lesquelles linnocuité de ces doses a été 
démontrée. 

Nous avons employé les mémes doses pour essayer le pou- 
voir préventif des diastases et leur action par injections simulta- 
nées avec celles de venin, mais faites a part, dans d’autres 
endroits du corps. 

Les résultats de toutes ces derniéres expériences furent 
négatifs ; aussi devons-nous admettre qu’aucune de ces diastases 
n/a d’effet préventif ou curatif sur l’envenimation. 

a) Action des diastases mélangées au venin. — Nous examine- 
rons l’action des diastases suivantes : 1). Diastases animales. — 
Ptyaline, pepsine pure médicinale, présure, pancréatine et oxy- 
dase leucocytaire. 2). Diastases végétales. — Kmulsine, amylase, 
papaine, sucrase et oxydase des champignons de couche. 

Pour celles de ces diastases que l’on se procure dans le com- 
merce, nous avons employé les produits de Merck et ceux de 
Poulenc. 

Les diastases séches ont été dissoutes dans de l’eau distillée 
stérile dans la proportion de 1 0/0, filtrées sur papier et prépa- 
rées au moment de l’usage. 

Pour ce qui est de l’oxydase leucocytaire, nous l’avons obte- 

33 
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nue en provoquant chez un animal un exsudat dans le péritoine 
par une injection de bouillon. Cet exsudat est centrifugé. On 
décante le liquide; le dépdt de leucocytes est digéré a laide 
d'une goutte de pancréatine dissoute (selon le Base de P. Por- 
tier). Si cette digestion a duré un temps convenable, 24 heures a 
3193 le pradiit réagit assez bien a la teinture de gaiac, quil 
colore en bleu verde! grace a Ja formation Heide gaiaconi- 
que. Cette réaction est caractéristique de loxydase leucocytaire : 
les leucocytes non digérés parla pancréatine ne la donnent pas. 

Pour obtenir eeedace des champignons de couche, selon le 
procédé de M. G. Bertrand, on coupe en menus morceaux et on 
triture dans un mortier une certaine quantité de champignons 
avec leur pied (car c’est le pied qui contient le plus d’oxydase), 
ensuite on fait macérer pendant 2 heures la pate ainsi obtenue 
dans de l'eau chloroformée (200 c. c. d’eau pour 100 grammes 
de champignons). On filtre rapidement sur papier et on emploie 
le liquide brunatre immédiatement. I] peut aussi étre conservé 
pendant un assez long temps en y ajoutant du chloroforme et le 
mettant a l’abri de l’air et de la lumiére. 

La sucrase est obtenue alétat de pureté aussi parfaite que 
possible encultivant de l’Aspergillus niger dans du liquide Raulin, 
mais on nobtient ainsi qu’une solution faible. Pour avoir un 
liquide riche en sucrase, il vaut mieux faire macérer une cer- 
taine quantité de levure séche de boulangerie dans 2 volumes 
d’eau. La macération est faite 4 la glaciére, pendant 24 heures, 
en ajoutant un peu de chloroforme ou d’essence de moutarde. 
Le liquide filtré sur papier est assez riche en sucrase. Il peut 
étre directement employé pour les expériences. 

Les deux tableaux suivants montrent les résultats de nos 
recherches. 


| 
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TABLEAU N° 1. 


ACTION DES DIASTASES ANIMALES SUR LE VENIN. 
SOLUTIONS DE DIASTASES ET DE VENIN (1 : 100) EN CENTIMETRES CUBES. 


SCY 


INJECTIONS SOUS LA PEAU i 1 

COBAYES EN CONTACT IDENTIQUES 
Papeat DOSES _—~——___| RisuLTats |effectuées 
Nes] Poids DUREE Tempéra. 
4 | 310) Ptyaline 0,44 venin 0,1. 24 heures, 370 Survie. 4. 
2 | 335] Ptyaline 0,4 + venin 0,1 MB iecte Survie 2 

: ¥ d aes immédiatement. ENS a 
3 | 380|Pepsine pure 0,4 + venin 0,1.| 24 heures 370 Mort 4 jours. pee a 
4 | 630|Présure 0,64 +. venin 0,16. 24 heures. 370 Mort 3 heures. My. 
5 | 710|Pancréatine 0,8, + venin 0,2.) 24 heures, 370 Survie. 4. 
= il re Oxydase : = i 7 ah 1/9 3 

AD) Q! e fort 2h. 4/2. oe 
6 | 520 leucocytaire 0,6+venin0,15.} 24 heures. 370 Mort 2h. 4/ 3 
7 | 400|Venin 0,1. Mort 2h. 4/2) 


TABLEAU N°? 2. 


ACTION DES DIASTASES VEGETALES SUR LE VENIN. 


SOLUTIONS DE DIASTASES ET DE VENIN (1 : 100) EN CENTIMETRES CUBES. 


INJECTIONS SOUS LA PEAU eerie 
a ee E ; ; 
EN CONTACT |RESULTATS] _ identiques 
es EFFECTUEES 
Durée. Températ. 
5]Emulsine 0,6 + venin 0,15. 24 heures. 37 Mort 2 heures. 
Amylase 0,4 + venin 0,1, heures, a Mort 5 heures. 
Amylase 0,4 + 0,1. ; heures. Mort 2 1/2 h. 


Papaine 0,4-+ venin 0,1. 4 heures, : Survie. 


Sucrase 0,6 + venin 0,1. heures. 3 Mort 2 1/2 h. 


Oxydase de | 0,4-+ venin 0,1.] 24 heures. 37° Mort 2 heures, 
champignon | ’ 


Venin 0,1. 24 heures. Q Moit 21/2h. 
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CONCLUSIONS 


I. Action diastasique du venin. — La premiére partie de notre 
étude contirme les observations de Lacerda. Nous avons vu que 
le venin ne saccharifie pas l’amidon, mais quil peptonise la 
fibrine, De plus, nous avons pu constater qu’il intervertit le 
saccharose. 

Le venin contient donc a la fois une substance toxique et une 
diastase faible. Nous ne savons pas encore si le toxique et la 
diastase se confondent. 

Il. Action des diastases sur le venin. — Si nous classons les 
diastases dont avons étudié l’action sur le venin d’aprés le degré 
dintensité de cette action, nous devons les énumérer dans 
Yordre suivant : 


Diastases trés actives. Faiblement actives. Inactives. 
1) Ptyaline 1) Pepsine 1) Emulsine 
2) Papaine 2) Présure 2) Sucrase 
3) Pancréatine 3) Amylase 3) Oxydase leucocytaire 
4) Oxydase des champignons. 


L’action trés énergique de la ptyaline sur le venin est tout 
particuliérement remarquable, car le venin représente lui-méme 
comme nous l’avons dit au début de ce travail, une véritable 
salive. 

Signalons ensuite le peu d’activité de la pepsine. La pepsine 
pure ne nousa donné que des résultats douteux, — une survie et 
une mort — avec un grand retard. 

On sait cependant, aprés les travaux de M. Calmetie et ceux 
de M. Fraser d’Edimbourg, que le venin introduit dans lorga- 
nisme des animaux par la voile gastrique est inoffensif. Sa des- 
truction est cerlainement effectuée d’abord par la salive, qui 
accompagne en plus ou moins grande quantité toutes les 
substances introduites par la voie buccale, et elle s’achéve 
ensuite par laction du suc pancréatique, mais la pepsine n’y 
participe pas. 

Lioxydase leucocytaire s'est montrée inactive, mais nous 
n’avions que de faibles quantités de cette diastase 4 notre dispo- 
sition. Certainement on ne peut pas en conclure a l'inactivité 
absolue des sucs protoplasmiques leucocytaires a l’égard du 
venin. 


CONTRIBUTION A L’ETUDE DE L’AZOTE 
CONTENU DANS LE VIN 


Par J. LaBorpe 


Sous-directeur de la station agronomique de Bordeaux. 


Le mott de raisin, comme tous les jus naturels sucrés, ren- 
ferme de l’azote sous une forme essentiellement assimilable pour 
ungrand nombre d’étres microscopiques, et en particulier pour les 
levures. Le vin qui résulte de la fermentation de ce mou contient 
une quantité d’azote inférieure a celle qui y existait primitive- 
ment, puisqu’une partie, entrée dans la constitution de la levure, 
a été insolubilisée avec elle. 

Par conséquent, l'étude des variations de l’azote pendant la 
fermentation alcvolique du mout de raisin est liée a la question 
générale de la nutrition azotée de la levure, actuellement bien 

connue depuis les travaux de MM. Pasteur, Béchamp, Duclaux, 
Schutzemberger, Destrem, Mayer, Laurent, etc. 

Mais jusqu’& ces derniers temps, M. Duclaux" seul s était 
occupé spécialement de l’action de la levure sur les matériaux 
azotés du modt de raisin. Il a montré d’abord que ce jus naturel 
contient, en dehors des combinaisons organiques de l’azote 
(matiéres albuminoides et autres), de petites quantités de sels 
ammoniacaux ”, et ensuite, que, méme en présence de cet azote 
organique trés assimilable, la levure absorbe l’azote ammoniacal 
avec une grande facilité, ne laissant ordinairement que quelques 
milligrammes d’ammoniaque dans le yin, alors que le mott 
pouvait en contenir jusqu’a 120 milligrammes par litre *. 


1. Sur l’absorption d’ammoniaque et la production d’acides gras volatils 
pendant la fermentation alcoolique. (Annales de l’Ecole Normale Supérieure, 
t. II, 1866 

2 Boke avait trouvé de ’ammoniaque dans les jus de l’érable, du bouleau, 
dela betterave, mais il n’avait pas parlé du mout de raisin. Mulder, qui_niait for- 
mellement la présence de l’ammoniaque dans le mott, en trouvait dans le vin. 

3. Pasteur avait déja établi que l’ammoniaque est un aliment azote de la 
levure, en produisant des fermentations dans les milieux ou cette base était 


Punique élément azoté. 
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L’ensemble des recherches de M. Duclaux s’applique princi- 
palement A des levures vivant dans des conditions trés favorables 
a leur développement, en ce qui concerne la température et 
Vabsence d’autres organismes dans le méme milieu. 

Ces conditions ne sont pas toujours celles de la pratique 
vinicole, et MM. Muntz et Rousseaux ', en analysant des vins pro- 
venant de fermentations défectueuses dues a l’influence d’une 
température trop élevée, y ont trouvé récemment des quantités 
d’ammoniaque variant depuis quelques milligrammes jusqu’a 
100 milligrammes, dont ils ont attribué la production aux 
ferments des maladies des vins. 

En méme temps MM. Roos et Chabert’ s’occupaient des 
variations de l’azote total dans les vins obtenus par des fermen- 
tations exemptes de microbes, & température normale et a haute 
température. Ils ont vu que dans le premier cas la quantilé 
d’azote contenu dans le vin était inférieure a celle du second; les 
différences, qui étaient de 20 a 80 milligrammes par litre, ont 
été rattachées 4 une plus grande élimination, par les levures 
fonctionnant a température élevée, de matiéres azotées dont 
quelques-unes seraient peut-étre toxiques pour ces levures. A la 
méme époque j’étudiais l’influence de l’alimentation azotée de la 
levure sur une de ses fonetions particuliéres, et comme je culti- 
vais en méme temps les organismes des maladies des vins, j’ai 
dirigé mes recherches dans le sens d’une étude précise des faits 


qui venaient d’étre signalés; ce sont ces recherches que je pré- 
sente dans ce travail. 


II 


J’ai songé d’abord a généraliser un peu les résultats obtenus 
en 1866 par M. Duclaux sur les motits du vignoble d’Arbois 
(Jura), en dosant l’ammoniaque dans des motits provenant de 
« 4. A. Munrz, Etudes sur la vinification dans les régions méridio 
Rendus, t. CXXIV, page 331). 2 acre 


A. Munrz et E. Roussraux, La formation de Vammoniaque dans les vins 
de viticulture, t. VIII, 1897, page 173). 


2. Contribution & I’étude des fermentations viniques (R ti 
panne ques (Revue de viticulture, 


(Revue 


ETUDE DE L’AZOTE DANS LE VIN 519 


raisins récoltés principalement dans la Gironde et dans |’ Hérault, 
et écrasés au laboratoire. La méthode suivie est celle qui a été 
employée par M. Muntz’, et qui consiste & déplacer l’ammo- 
niague par le carbonate de soude et une ébullition produite a 
basse température a l’aide du vide, tandis que M. Duclaux s’était 
servi du procédé Boussingault, mais aprés avoir vérifié que 
la magnésie n’attaque pas sensiblement, & 100°, les matiéres 
organiques azotées du mout. J’ai moi-méme vérifié que ce dernier 
procédé donne des résultats trés voisins de ceux obtenus par la 
méthode de M. Muntz’; c’est cette derniére que j’ai employée 
dans tous les dosages consignés dans ce travail. 

Le tableau suivant donne les quantités trouvées dans un 
certain nombre de motits provenant de cépages divers, ainsi que 
Vacidité et la richesse saccharine de ces motts. 


AzHB ACIDITE SUCRE 

NATURE DES MOUTS en S04H2 réducteur 

par litre. parlitre. par litre. 

; Chasselas(Sam-... 37... .> veces O08? 0742 38,40 1818",6 

| 1896 ne expérimentalement.....,+ 0 0453 Qi 450 0 

| Cépages rouges divers, 1896.. 0 41830 8 00 140 0 

Cépages Siebel os noncono 0 0700 6 20 175 4 

1897 (Balusteere ee OMS 0) 5 90 170 0 

CHACSOLIS, WO soownsoncmraas 0 4305 4 80 153 8 

Cépages rouges divers, 1897.. 0 41157 7 20 169 4 

GIRONDE......../ Cépages rouges et blancs, 1897 0 1584 7 60 160 0 

SemilloniSaimrecte steer 0 1480 ay Oe 470 6 

1897 ee Bab tisousio bas 5a) ES: 3 10 180 5 

[MENTO EN AIT cng Godeosdacn Ge Q 2240 7 70 160 0 

Cabernet Sauvignon, 1897.... 0 1661 8 50 150 2 

Cabernet(Saineenes era 0 1030 9 60 160 0 

eS or ane diverses. 0 0440 7 65 181 8 

WMerlot soil cere crete treet 0 4118 6 05 190 0 

LOT-ET-GARONNE. Cépages rouges divers, 1896.. 0 1410 8 80 200 0 
Aramon ee Paitin, kan mcs oe 0 4195 » » 
7 NS MONS coos cbncomane 0) 1037 » » 
HERAULT .......- MinscataelS lec racepastesete er 0 0736 » » 
( Olan, WO eseccancsecdnone Dy Way » » 


Ces chiffres sont, en général, plus élevés que ceux trouvés 
par M. Duclaux, dont la moyenne est de 0,051 par litre, tandis 


4. Recherches sur Vintervention de l’ammoniaque atmosphérique dans 
la nutrition végétale (Annales de la Science Agronomique francaise et 
étrangére, 1896), 

2. M. Manceau dit la méme chose dans son rapport sur les dosages de l’acidité 
volatile et de ’ammoniaque dans les vins de champagne, ow il s’est servi encore 
de la méthode Boussingault. (Voir Bulletin de la Société des viticulteurs de France 
et d'ampélographie, n°*7 et 8, 1898.) 
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qu'elle est ici de 0#",1125, mais un certain nombre de termes de 
ces deux moyennes sont tout a fait comparables, Les quantités 
d’ammoniaque varieut non seulement d'un cépage &l autre, mais 
aussi, pour un méme cépage, avec le lieu dorigine. La matura- 
tion me paraft jouer un rdle important dans cette question de 
Vammoniaque des motits, que je compte mieux étudier plus tard. 
Il semble, en effet, que la quantité d’ammoniaque doive diminuer 
& mesure que la maturation avance, car ce sont, généralement, 
les raisins les moins mars qui ont donné les motts les plus 
riches en ammoniaque. 

On peut remarquer encore que les moisissures et les altéra- 
tions diverses que subit accidentellement le raisin font diminuer 
les quantités @ammoniaque contenues dans les mouts; les diffé- 
rences observées proviennent de dosages faits sur les motts 
apres séparation des parties saines et allérées des mémes rai- 
sins. 


Ill 


Dans les expériences que j ai faites pour étudier les variations 
de l’azote dans la fermentation du mout de.raisin, j’ai considéré 
les principaux cas qui peuvent se présenter : 1° Celui ot la 
levure est pure, c est-a-dire non accompagnée de microbes pou- 
vant attaquer le sucre et les matiéres azotées du mott; 2° celui 
ou ces microbes sont mélangés a la levure dans des conditions 
favorables a leur développement. 

Pour le premier cas, les conditions peuvent étre les sui- 
vantes : 

4° La fermentation se fait & une température favorable a la 
vie de la levure; 

2° Elle se fait & une température éleyée qui géne la levure 
sans la paralyser complétement. 

Dans une premiére expérience, ona fait fermenter, avec une 
levure dv Médoc de variété unique, des motts de raisin de 
diverses provenances, dont on connaissait la richesse en azote 
organique et ammoniacal aprés filtration. 

Ils éteient contenus dans des matras Pasteur aux trois quarts 
pleins, qui formaient deux séries maintenues & des températures 
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voisines, la 1'° de 28°, la 2¢ de 36°; les liquides étaient stérilisés 
par lébullition et ensemencés aprés refroidissement avec des 
traces de levure. 

A la fin de la fermentation, la levure formée dans chaque 
matras était pesée, et lon dosait azote organique et l’azote 
ammoniacal restant dans le vin; ona trouvé les chiffres du tableau 
suivant. 


AZOTE DU VIN AZOTE DU VIN  JPOIDS DE LEVURE 


AZOTE DU* MOUT 5 
fermenté A 280. fermenté A 360, obtenue. 


— 
Ammon! }Organ.} Total } Ammon! | Organ.| Total | Ammoa! : & 280.) 4 360, 


gr. gr. gr : gr. gr. be r. gr. 


0,1074}0,4320}0,5394]0,0010/0,4200/0,4210]0,0099 0,4350/0,44501 1,786 


0,1490 250/0,574010,0033) 0,4130)0,4163]0,0082 | 0,449 57212480 
),0951 10) 0,4201]0,0045] 0.3245] 0,329510,0131)0,. ) 3431) 2,020 


0,1502 » 10,0077 » 10,0365 1,775 


0,1160 » 10,0070 : 1,950 


On voit que, dans les vins faits 4 28°, la quantité d’azote ammo- 
niacal‘! qui reste est toujours beaucoup plus faible que dans 
ceux obtenus 4 36°, et que les différences ne dépendent pas, 
pour les limites du tableau, de la quantilé initiale d’ammoniaque 
contenue dans le motit, mais probablement de la nature méme 
de ce motit qui a influé sur la nutrition de la levure par d’autres 
facteurs. 

La proportion d’azote organique que conserve le vin est peu 
différente de celle que renfermait le motit; a 28° elle est égale 
ou légérement inférieure, tandis qu’é 36° elle est égale ou supé- 
rieure, 

Par conséquent cette levure de vin, comme la levure de 
biére, utilise l’azote ammoniacal avec avidité, et il semble méme 
qu’elle se contente, dans la plupart des cas, de cet aliment azoté. 

Dans le vin fait & haute température, la proportion d’azote 
organique est supérieure a celle qui existait primitivement dans 
le mout, par suite, évidemment, dune excrétion de matiéres azo- 


1. On obtiendrait ’'ammoniaque correspondante en multipliant les poids d’azote 
ammoniacal par le coefficient 1,214, 
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tées que s’était constituées la levure par l’assimilation de l’azote 
ammoniacal. 

Cette excrétion, plus importante 4 haute température qua 
température normale, est d’accord avec les observations de 
MM. Roos et Chabert, mais nous verrons quil nen est pas tou- 
jours ainsi. 

Les différences quils ont constatées sont de méme ordre que 
celles du tableau ci-dessus; celles-ci sont, en outre, en relation 
avec les différences des poids de levure produite, inscrits dans 
les deux derniéres colonnes du tableau. : 

A propos de ces chiffres, je crois devoir entrer dans quelques 
explications sur la maniére dont ils ont été obtenus. 

On sait, d’aprés M. Duclaux, que le poids maximum de 
levure produite dans un certain volume de liquide fermentes- 
cible est supérieur & celui qui y existe lorsque la fermentation 
est complétement terminée, a cause des phénoménes de désassi- 
milation corrélatifs de la vie de Ja levure. 

Comme cette désassimilation est d’autant plus grande que les 
conditions sont plus défavorables, le rapport des quantités de 
levure obtenues a 28° et & 36°, et pesées a la fin de la fermentation, 
peut étre trés différent du rapport des poids maxima, le seul 
intéressant, par suite d’une usure plus grande des matériaux de 
la levure fonctionnant a 36°. 

Aussi, pour éliminer autant que possible Vinfluence de cette 
usure, et éviter en méme temps une cause d’erreurs due a la 
créme de tartre précipitée dans le vin avec la lie, j’ai pro- 
cédé de la maniére suivante pour la pesée de la levure. 

La fermentation étant achevée et le vin éclairci par un repos 
de plusieurs jours, la plus grande partie du liquide clair a été 
décantée, et le reste a été versé sur un filtre aprés agitation 
et repos pour laisser la créme de tartre se reprécipiter; la levure 
plus légére reste en suspension et peut étre entrainée & peu prés 
seule sur le filtre. Par quelques lavages a l'eau distillée, la 
plus grande partie de la créme de tartre est éliminée. Apres 
avoir percé le filtre, on a détaché la levure avec un jet d’eau 
chaude pour la mettre en suspension dans un volume d’eau 
égal au volume du liquide fermenté; le mélange a été porté a 
lébullition pendant quelques minutes. Aprés refroidissement, la 
levure a été filtrée, lavée et pesée aprés dessiccation A 100° dans 
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une capsule de platine ot elle avait été introduite en la détachant 
du filtre avec un jet d’eau chaude, comme précédemment. 

Ce traitement préalable & l’eau bouillante, fait dans des con- 
ditions bien déterminées, ayant pour résultat d’extraire du 
globule de levure la plus grande partie des matériaux solubles, 
conduit & des poids de résidu qui sont nécessairement dans un 
rapport plus voisin de celui des poids maxima de levure que le 
rapport des poids que l’on obtiendrait directement. 

Les résultats quiprécédent, fournis par une levure de Médoc 
de variété unique, méritaient d’étre comparés a ceux qui seraient 
donnés par des levures d’origine et de variété différentes. 

Pour cela, on a pris un méme mott de raisin, le n° 2 du 
tableau précédent, et on l’a ensemencé avec des levures exemptes 
de microbes, provenant de lies de vin de Champagne, de 
Camargue et d’Algérie. On a obtenu, dans les conditions de 
Vexpérience précédente, les résultats suivants rapportés au 
htre. 


AZOTE DU VIN 
fait & 280. 
a a a 
Ammon! |}Organ.| Total. 


AZOTE DU VIN 
fait a 360. 
ee OR a 
Ammoul |Organ.} Total. 


POIDS DE LEYURE 
obtenue. 


—_o 


a 280./a 360. 


LEVURES DIVERSES 


gr. gr. gr. gr. gr gr. 


0,0033 
0,0345 
00603 


),0065 |( 


04210 
0),4300 


0,4163]0,0082 


0,453510,0660 


0,4903]0,0873 
0,4618]0,0603 


04490 /0,4572 
(),4340)0,5000 
0,4200]0,5073 
0,4370)0,4973 


2,420 \4 


1,400 


Pour une méme température, l’azote ammoniacal restant dans 
le vin varie beaucoup avec les divers levures, et les plus'avides 
d’ammoniaque sont celles de Médoc et d’Algérie, lesquelles, a 
28°, n’ont laissé que des traces d’ammoniaque, tandis que les 
deux autres en ont laissé des quantités anormales. Mais il est 
probable que si la richesse ammoniacale du mout avait été 
moindre, ces différences n’existeraient pas. 

A température élevée, l’assimilation de l’ammoniaque 
génée dans tous les cas, mais avec plus ou moins d’intensité; 
c’est la levure de Médoc qui a été la moins sensible 4 Vinfluence 
de la température a ce point de vue. 


est 
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Il faut remarquer que ces levures ont fonctionné dans le 
second cas 4 une température qui n’était pas encore trés défavo- 
rable, puisque toutle sucre (180 grammes par litre) avaitfermenté. 
A température plus élevée, une partie du sucre reste inattaquée, le 
poids de levure est plus faible, et une proportion bien plus grande 
WVammoniaque n’est pas utilisée, Par conséquent, pour expliquer 
les résultats de MM. Roos et Chabert, qui n’ont trouvé, dans les 
vins fermentés a 35 ou 40° avec des levures pures, que des traces 
d’ammoniaque, il faut admettre que les motts sur lesquels ils 
opéraient n’en contenaient que de faibles quantités, ou bien que 
les levures employées étaient particuligrement actives a une 
température élevée. 

Comme dans l’expérience précédente, les variations des poids 
de levure du dernier tableau sont toujours en sens inverse de 
celles de l’azote total restant, lesquelles portent encore principa- 
lement sur les variations de azote ammoniacal. 

L’excés de la proportion d’azote organique du vin sur celle 
du mout, c’est-a-dire la sécrétion d'une partie de l’azote orga- 
nique formée par la levure a l’aide de l'ammoniaque, dépend dela 
température pour les deux premiéres levures, tandis que pout les 
autres, au contraire, et pour la derniére surtout, il parait dépendre 
principalement dela quantité d’ammoniaque absorbée. Ilya done 
dans ces phénomenes de désassimilation des différences qui ne 
doivent pas nous surprendre, et qui tiennent a la constitution 
méme de la cellule de levure comme 4 son fonctionnement. 

C’est aussi a ces phénoménes qu'il faut attribuer un résultat 
qui ressort des expériences précédentes, Nous avons vu que la 
nutrition azotée des levures de vin étudiées parait se faire 
presque exclusivement aux dépens de Vazote ammoniacal du 
mot; mais ce n’est 14 qu’une simple apparence, et il faudrait 
bien se garder de croire que l’azote organique ne joue qu’un 
role trés secondaire dans l’alimentation de ces levures. 

Pour étre mieux fixé sur ce rdle, et sur celui de l’ammoniaque 
en meme temps, nous allons essayer de suivre plus en détail 
quon ne la fait jusqu’a présent, la nutrition azotée de la levure 
de Médoc par exemple, au cours d’une fermentation. 

Deux séries de matras Pasteur identiques, contenant la méme 
quantité de motit ensemencé, ont été placées, Pune a 28°, et 
autre a 36°, puis, a des intervalles de temps de plus en plus 
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éloignés du commencement de l’expérience, on a pris un matras 
de chaque série, pour déterminer le poids de levure contenu 
dans le liquide et analyser celui-ci. Le tableau suivant contient 
les résultats obtenus. 


DUREE MOUT FERMENTE A 280, MOUT FERMENTE a 360, POIDS 
Sn dt des Tovure 
de la Azote organique} Azote ammoniacal. | Azote organique| Azote aumoniacal. | OB TENUE 
HERMEN DATION | igs eer | = Se 
restant | absorbs. |restant | absorbé. Jrestant | absorbé. |restant | absorbé. J& 280.]a 360, 


19 er. gr. Ts 6 £ te 
a gr gr gr gr gh | gr.) gs. 


D 0,0644/0,0258|0,0792]0,3456) 0,0794]0,0660}0,039011,750]1,600 
40,0796} 0,0050)0,1000]0,32420,1008]0,0510)0,0540] 1,925}1,800 
0.0976] 0,0036}0,1014 » » » 12,100 
01202} 0,0036]0,1014]0,3744 /0,0506]0,0276|0,0774] 2,750 


0,4020 0,0230)0,0036 }0,1014]0,4224 | 0,0026}0,0072]0,0978]2,500 


0,4116 0,0134]0,0036]0,1014]0,435 » 10,0072)0,0978]2,400]4 


On voit que la levure qui se développe dans des conditions 
normales de température assimile plus rapidement l’azote ammo- 
niacal que l’azote organique; Jes choses sont, au contraire, tota- 
lement renversées a température élevée. On comprend dailleurs 
facilement que dans ces derniéres conditions, ot la vitalité de la 
levure est atténuée, il lui soit plus difficile de se former des 
matiéres azotées avec l’'ammoniaque que @utiliser les matériaux 
de ce genre existant dans le mout sous une forme vraisembla- 
blement trés assimilable; mais on pouvait ne pas s’attendre a 
voir un changement si accentué, qui explique par suite tres nette- 
ment la présence de quantités plus importantes d’ammoniaque 
dans les vins faits & haute température que dans ceux fermentés 
a température modérée. 

Malgré ces variations d’action de la levure vis-a-vis de l’am- 
moniaque, on ne peut guére admettre qu'elle puisse refuser 
complétement d’y toucher, et, si la richesse ammoniacale de 
certains mouts est faible, le vin peut n’en contenir que des 
traces, bien que la fermentation ait lieu 4 température élevée et 
avec une levure pure: mais c’est la, je crois, un cas assez rare. 

On voit aussi, contrairement a ce qui semblait avoir lieu 
dans les expériences précédentes, que le poids d’azote organique 
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utilisé par la levure est trés important, et qu’il peut dépasser la 
quantité d’azote ammoniacal absorbé, méme lorsqu’elle est un 
peu au-dessus de la moyenne contenue dans les mouts. 

La proportion d’azote qui reste dans le liquide fermentescible 
décroit jusqu’d un certain moment, puis se reléve assez rapide- 
ment et plus vite & température élevée qu’a température normale. 
L’explication de ces variations est facile. 

Le développement de la levure étant trés rapide dans les 
premiers jours de la fermentation, la construction des tissus 
exige une absorption trés notable de matiéres azotées, qui dé- 
passe de beaucoup l’excrétion corrélative de cette assimilation. 

Lorsque le milieu devient défavorable a lVexistence de la 
plante. les phénoménes de désassimilation l’emportent sur ceux 
d’assimilation, et les globules vieux restituent alors au liquide 
une quantité d’azote plus grande que celle qui est absorbée par 
les globules jeunes. Cette restitution continue pendant que la 
levure vieillit davantage dans son liquide de culture, et dépend, 
comme nous le savons, non seulement de la température, mais 
aussi de la nature de la levure. 

Le maximum d’absorption d’azote correspond a peu prés a la 
fin de la fermentation tumultueuse, qui dure plus ou moins, sui- 
vant les conditions de température. A 36° elle s’arréte plus tot 
qua 28°, mais il reste & ce moment une portion plus ou moins 
grande du sucre non fermenté; et, si on veut faire disparaitre ce 
sucre a peu prés complétement, il faut abaisser un peu la tempé- 
rature. 

La fermentation continue lentement, et pendant ce temps la 
levure formée au début se détruit partiellement et plus rapide- 
ment qu’a température plus basse. Toutefois, si on fait l’analyse 
des liquides fermentés dans les deux cas, lorsque tout dégagement 
gazeux a cessé et lorsquwils se sont éclaircis aprés quelques jours 
de repos, comme dans les expériences ci-dessus, il se trouve, 
par hasard, que ces liquides renferment 4 ce moment, a peu de 
chose prés, la proportion d’azote organique que contenait le 
mout. 

Pour une méme fermentation, les poids de levure, obtenus 
d’aprés le procédé indiqué, ne suivent que de trés loin les varia- 
tions de l’azote contenu dans cette levure aprés le maximum 
(absorption. 
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Kn effet, tandis que la levure a perdu prés de 50 0/0 de son 
azote, son poids fictif n’a baissé que de 10 0/0 environ; c’est ce 
qui montre que la méthode que j’ai employée pour déterminer 
ce poids permet d’obtenir, entre deux fermentations différentes, 
et lorsqu’elles sont terminées, un rapport des quantités de levure 
produite trés voisin du rapport des poids maxima. 

Nous avons vu que la levure, vivant dans des conditions 
favorables, a une préférence assez marquée pour l’azote ammo- 
niacal sur Vazote organique du mott de raisin; il est alors 
intéressant de savoir si dans un mott privé complétement 
d’ammoniaque, l’azote organique pourrait suppléer complétement 
a ce défaut. 

L’expérience suivante a été faite dans ce but. On a extrait 
Yammoniaque d'un mot par le procédé employé dans le dosage, 
en remplagant le carbonate de soude par le carbonate de potasse, 
et on a ajouté dans une autre partie du moutt primitif la méme 
quantité de carbonate de potasse; puis on a ramené ces deux 
mouts 4 une méme acidilé par addition d’acide tartrique, qui a 
précipité, a l’état de creme de tartre, la plus grande partie de la 
potasse introduite dans les deux cas. Apres la fermentation des 
deux motitts par la méme levure on a trouvé les résultats 
‘suivants : 


NATURE DUREE PERTES DU MOUT POIDS 
dela BE ee eh IROL NEON ND 
Eee FERMENTATION] Azote organique. Azote ammon. obtenue. 


Naturel. 6 jours. 0s",1095 Ost, 0875 


Privé d’ammoniaque} 9 jours. 0 1370 


L’ammoniaque du mott de raisin a donc une influence mani- 
feste sur la marche de la fermentation vineuse, et ces chiffres 
montrent bien Vimportance du roéle qu’elle y joue; ce role 
explique V’influence presque toujours positive des sels ammonia- 
caux ajoutés a la vendange pour activer la fermentation. Inver- 
sement, si, dans certains cas, la fermentation est languissante, 
c’est peut-étre parce que le mout est trop pauvre en ammoniaque. 

Le rapport des quantités d’azote ammoniacal et organique 
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empruntées & un mofit par une levure peut etre considérable- 
ment modifié quand on vient & changer les conditions de la 
fermentation dans le sens d’une aération plus grande du liquide. 

Ainsi on a fait fermenter & 28° le méme volume de moutt de 
raisin avec la méme levure : 1° dans un matras Pasteur aux 
3/4 plein; 2° dans un matras ordinaire pas méme a moitié plein, 
et fermé par un tampon de coton; on a trouvé les résultats 
suivants, au bout du méme temps de contact du liquide et de la 


levure : 


PERTES DU MOUT RAPPORT | PpoOrDS 
a a 


CONDITIONS «|= Bt eee epee eee 


aanne ee as DE LEVURE 
e Ja lermentauion Azote organique. Azote ammoniacal. obtenue. 


a 
a EET 


Matras Pasteur.... 87,0070 08", 1034 


Matras ordinaire... 0 41196 0 4040 


Ces résultats étaient a prévoir, puisqu on sait qu’une aération, 
méme trés restreinte, favorise considérablement le développe- 
ment de la levure; ce développement intense n’a pu se faire 
naturellement qu’en enlevant au moidt une plus grande quantité 
de matiéres azotées. 

En somme, de la série d’expériences qui précéde, on peut 
conclure que : 1° La quantité d’ammoniaque qui reste dans le 
vin peut varier avec la température de la fermentation, la nature 
du mout et les variétés de levure qui déterminent cette fermen- 
tation; 

2° Les variations de l’azote total du vin dépendent de 
toutes les circonstances qui ont agi sur la nutrition de la levure 
pendant la fermentation, ainsi que de la durée de la macération 
de cette levure dans le vin. 


IV 


Nous allons maintenant chercher ce que devient l’azote du 
milieu fermentescible lorsque la levure est accompagnée des 
ferments daltération du vin qui se développent dans ce méme 
milieu. 
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Il y aurait des conditions différentes & considérer comme 
dans le paragraphe précédent, mais je me placerai seulement 
dans celles qui sont plus favorables pour les microbes que pour 
les levures, c’est-d-dire lorsque le mott est pauvre en acidilé et 
que la température de la fermentation est élevée. 

Dans une série de matras Pasteur contenant du mott de 
raisin stérilis¢é, on a ensemencé d’abord de la levure de Médoc 
pure, et lorsque la fermentation a été déclarée a 28°, on a élevé 
graduellement la température de l’étuve jusqu’a 36° dans l’inter- 
valle de 24 heures. L’un des matras restant comme témoin, les 
autres ont recu une semence assez copieuse des ferments que 
jai étudiés dans une note récente & | Académie des Sciences'. 

Le ferment A provenait d’un vin de la Gironde de 1896, sain 
au gout. 

Le ferment B avait été extrait d’un.vin-de la Gironde de 
1884, caractérisé comme tourné. 

Le ferment C provenait d’un vin amer de la Gironde. 

Le ferment D’avait eu pour origine un vin de lHérault de 
1897, sain au gout. 

Le ferment KE était le ferment mannitique de MM. Gayon et 
Dubourg’. 

A la fin de la fermentation, qui pouvait étre considérée 
comme complete, car, dans tous les cas, la quantité de sucre res- 
tant ne dépassait guére 0,5 0/0, Vanalyse des vins obtenus a 
donné les résultals suivants : 


remeron | PODS | azore pu vin | wae | scm 
DIVERSES levure. TOTAL ORGANIQUE | AMMONIACAL témoin. S04 Iz 
Témoin 18°,775 Ost 525 Ost, 512 Os,0125 » 08,35 
A { 440 0 546 0 506 0 0402 0s",0336 3 056 
B doko 0 586 0 500 0 0585 0 0558 3a! 
C 4 242 0 521 0 445 0 0763 0 0874 4 78 
D 0 920 0 561 0 468 0) 0936 0 1084 278 
E 4 100 0 516 0 429 0 0870 0 090% 5 20 


4. Comptes rendus. Sur les ferments des maladies des vins, t. CXXYVI, p. 1223, 


2, Annales de U/nstitut Pasteur, 1894, t. VII, p. 108. 
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On voit que, dans les fermentations avec microbes, les poids 
de levure sont toujours inférieurs & celui du témoin; encore 
ces poids sont-ils, en général, un peu trop éleyés, car il est 
difficile d’éliminer complétement les microbes par Vagitation, 
puis le repos et la décantation du liquide les tenant en suspen- 
sion et surnageant le dépdét de levure. 

Ici, les poids de leyure ne sont pas toujours en relation avec 
les quantités d’azote total restant dans le vin; par exemple, les 
fermentations C et E, qui en ont laissé moins que la fermentation 
témoin. ont donné des poids de levure trés inférieurs. Cela s’ex- 
plique par un développement considérable des microbes, qui ont 
utilisé une portion importante de l’azote organique pour consti- 
tuer leurs tissus. 

Au premier abord, il semble qu’on aurait le droit de conelure 
que les excés d’ammoniaque sur le témoin sont une production 
microbienne, mais il faut songer que le développement de la 
levure ayant été entravé par celui des microbes, l’assimilation 
de ’ammoniaque a di létre aussi fatalement ; cependant, dans 
aucun cas, elle ne parait avoir été nulle*. De sorte que, pour 
étre sir de la production d’ammoniaque par ces microbes, il 
faut pouvoir les cultiver hors de la présence de la levure, et dans 
un milieu présentant des conditions physiques et chimiques ana- 
logues a celles d’un mout en fermentation. C’est ce quia élé fait 
dans Pexpérience suivante qui comporte cing milieux diffé- 
rents : 

1° Kau de levyure de vin alcoolisée, obtenue en portant a 
’ébulliuion de la grosse lie de vin du premier soutirage, coupée 
dun égal volume d’eau et additionnée de mout de raisin ; sucre, 
40 grammes par litre; 

2° Mout de raisin dilué avec de eau de levure de biére; 
sucre, 50 grammes par litre; 

3° Vin blane incomplétement fermenté ; sucre, 43 grammes 
par litre; 


4. MM. Mintz et Rousseaux, au contraire, ont obtenu toujours une augmenta- 
tion d’ammoniaque en cultivant des levures de vin pures ou des lies de vin 
mélangées de microbes, dans des bouillons riches en matiéres azotées formées 
d’une solution de gélatine, de peptone et de phosphate de potasse. Cette diffé- 
rence dans les résultats s’explique simplement par les différences qu’il y avait 
tebe la nature des organismes et dans la composition des milieux dans lesquels 
ils ont vécu. 
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4° Vin incomplétement fermenté fait avec du mout de raisins 
rouges peu coloré; sucre, 43 grammes par litre; 

3° Mélange de vins blancs divers un peu sucrés et de vin 
rouge peu coloré; sucre, 9 grammes par litre. 

Tous ces liquides contenaient une certaine quantité d’ammo- 
niaque, variant de 10 & 60 milligr. par litre, qui était parfaite- 
ment déterminée pour chacun deux; leur acidité avait été 
ramenée a des chiffres compris entre 2 et 3 grammes par litre en 
acide sulfurique. Ils étaient contenus dans des matras Pasteur 
portant un tube de dégagement soudé au tube du bouchon muni 
du tampon de coton, et étaient ensemencés de la maniére sui- 
vante : 

Aprés avoir fait bouillir pour stériliser et chasser Yair du 
milieu, le tube de dégagement étant en relation avec une source 
dacide carbonique, on alaissé refroidir; puisle liquide a été saturé 
d’acide carbonique par l’agitation, et la semence introduite en 
soulevant le bouchon, qui était toujours en relation ayec la 
source gazeuse. Le tube de dégagement était ensuite plongé 
sous le mercure, et, pour éviter la diffusion du gaz, enfermé dans 
le matras, par le bouchon rodé, celui-ci était graissé préalable- 
ment avec un peu de suif’. 

Le développement des microbes se faisait done dans un 
milieu privé d’air et saturé d’acide carbonique, conditions 
analogues a celles quils trouvent pendant la fermentation 
vineuse. 

Il a donné lieu 4 un dégagement régulier d’acide carbonique 
pur pendant plusieurs semaines et aux réactions que j’ai indi- 
quées ailleurs. Au bout de ce temps, l’analyse des liquides a 
donné les chiffres du tableau suivant, qui indique pour chaque 
liquide et pour chaque microbe : 1° la différeuce positive ou 
négative entre la proportion initiale et la proportion finale 
d@ammoniaque; 2° la proportion d’acides volatils produits, per- 
mettant d’apprécier dans une certaine mesure Vintensité du 
développement des microbes. 


4. J’ai employé aussi des appareils analogues aux tubes Pasteur pour les 
cultures a Vabri de lair, mais j’ai donné la préférence au dispositif indique ¢i- 
dessus. 
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DESIGNATION | LIQUIDE no 1 | LIQUIDE ne 2 | LIQUIDE ne 3 | LIQUIDE ne 4 | LIQUIDE no 5 
aes — SS | | eS | eee 


MICROBES | Ammoo,{Ac. v.|Ammon.|Ac. v,|Ammon. |Ac. v.|Ammon. |Ac. v.|Ammon.|Ac, v. 


yr. gr. gr. gr. gr. gr. gr. gr. gr. gr. 
A —0,0030] 3,09 {40,0198} 3,09 |+40,0035} 2,15 |+4+ 0.0043] 2,20 |+4-0,0020 0,21 
B —0,0014] 3,18 |4.0,0067] 3,21 |—0,0033] 1,93 0,0000} 3,35 |+40,0020! 0,28 
C +0,0032] 5,83 |4.0,0047] 4,36 |4-0,0483] 3,45 |—0,0070] 3,63 |+0,0039| 1,90 


D 40,0304} 2,83 |-+0,0136] 1,78 | 0,0000] 2,10 |++0,0062) 2,40 |-+0,0116] 0,60 | 


10) +.0,0180] 2,88 }40,0029} 3,15 |4+0,0545] 2,70 —0,0050} 3,17 |+4-0,0108} 0,42 


On voit que la production d’ammoniaque' est loin d’étre en 
relation avec l’intensité du développement des microbes; elle 
varie ala fois avec la nature des organismes et avec la compo- 
sition du milieu ot ils vivent. A part deux ou trois cas ot cette 
production @ammoniaque a varié de 30 a 50 milligrammes par 
litre, les autres différences positives sont généralement assez 
faibles, mais les différences négatives le sont encore plus. 
Cependant, dans d’autres conditions, certains de ces organismes 
peuvent faire disparaitre l’ammoniaque du milieu en beaucoup 
plus grande quantité. Ainsi, en cultivant le microbe A dans du 
mowt de raisins rouges exposé a lair, ot: son existence a été 
surtout aérobie, on a constaté qu’aprés avoir consommé 
50 grammes de sucre par litre, il avait absorbé presque la 
totalité de !ammoniaque que contenait le modt, soit une diffé- 
rence de 08,1444 — 08',007 — 08,104. 

Par contre, ce méme microbe, ayant vécu dans du mott de 
raisin saturé de gaz carbonique, a produit 0#',118 d’ammoniaque 
aprés avoir fait disparaitre une quantité de sucre voisine de la 
précédente. 

Dans ces mémes conditions, le microbe C qui a donné la 
différence négative la plus grande dans l’expérience précédente, 
a fail augmenter la proportion d’ammoniaque du mott de 
Oe",054 par litre. 

Les propriétés de ces microbes peuvent donc varier beaucoup 
avec les conditions du milieu, et, par suite, l’effet de leur déve- 

° 


_ 4. Les chiffres que l’on trouve dans le dosage de l’ammoniaque par la méthode 
indiquée, expriment en Az H® toutes les bases volatiles chassées du liquide con- 
sidére, parmi lesquelles il peut y avoir des ammoniaques composées, qui sont des 
productions microbiennes assez fréquentes, ; 
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loppement pourra étre différent suivant le moment ot il se 
fera abondamment au cours de la vinification. 

Ainsi s’expliquent, par exemple, les variations, dans un sens 
ou dans l'autre, des quantités d’ammoniaque trouvées par 
MM. Muntz et Rousseaux dans les vins pris au commencement 
el a la fin du premier ou du second pressurage, par rapport a la 
quantilé qui existait dans les vins de coule. 

En somme, on peut conclure que les microbes qui se déve- 
loppent pendant une fermentation vineuse peuvent en général 
avoir une influence double sur augmentation de la proportion 
d’ammoniaque que renfermera le vin : 

1° En génant la multiplication de la levure, et par consé- 
quent fiacaimilauiod de TRUE contenue primitivement 
dans le mout ; 

2° En “tae urtieares eux-mémes des quantilés plus ou moins 
grandes d’ammoniaque. 

Ces deux influences peuvent naturellement s’ajouter, et je 
pourrais citer des résultats @expériences ott la quantité dammo- 
niaque qui existait dans le liquide fermenté était supérieure a 
la quantté initiale du mout, mais ce sont 1a des cas que l’on peut 
considérer comme tout a fait anormaux, car ils nécessitent un 
développement trés important des microbes, et par suite une 
allération du vin qui atteint rarement un degré aussi grand dans 
la pratique. 

Si on remarque méme les chiffres d’acidité volatile inscrits 
dans les deux derniers tableaux, on voit que les vins qui les 
conliendraient seraient pour la plupart complétement perdus 
pour la consommation et bons seulement pour étre dis- 
ullés. 

On voit en outre, en comparant les quantités d’ammoniaque 
produites dans les vins du dernier tableau et celles qui existent 
dans ceux du précédent, qu'il y a le plus souvent un écart 
considérable, qui prouve que influence prépondérante des 
microbes sur la proportion d’ammoniaque restante est la géne 
quils apportent au développement de la levure. 

Il est évident que ces remarques ne s’appliquent qu’aux 
microbes que j'ai étudiés, et, comme il y a déja entre eux des 
différences notables au point de vue de la production d’ammo- 
niaque, on peut admettre qu’il en existe d’autres qui, dans les 
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mémes conditions, en produiraient davantage ou bien qui en 
donneraient autant sans déterminer des altérations du vin aussi 
importantes. 


Vv 


Les résultats des recherches qui précedent permettront, je 
crois, d’expliquer la présence des doses variables d’ammoniaque 
que l'on trouve dans les vins normaux et dans les vins défee- 
tueux. 

Vins normaux. — Je considérerai @abord des vins parfaite- 
ment sains au gout et bien constitués, provenant principalement 
du département de la Gironde, les uns trés jeunes, sortant 
presque de la cuve, les autres plus agés et conservés par les 
pratiques ordinaires usitées dans notre région. 

Comme les vins en général, méme ceux qui sont parfaite- 
ment réussis, ont subi un peu Vinfluence du développement des 
ferments de maladie, soit dans la cuve, soit pendant leur conser- 
vation, pour apprécier cette influence, j'ai dosé, en méme temps 
que Pammoniaque, leur acidité volatile, et j’ai trouvé les chiffres 
suivants : 


ACIDITE 7 

ORIGINE DES VINS VOLATILE naa io 
par litre. par litre. 
(Port Dud one prem ee ee 1897 Ost, 66 Ost, 0234 
os) HW aNLOntra velter rset == O70 0 0°62 
= Leognany #: ace ene — 0 48 0 0077 
S Ambanés sneer — (Ne tS37/ 0 0036 
=] ION IIE OG bao oa oonme 1896 | 0 62 0 0136 
2 -ROUGES sn pSaint-Loubes meee — 0 66 0 0308 
= Villenave dOrnon,... — 0 70 Q 0185 
ss ibournes-e oe 1895 0 88 6 0154 
a Blavex.s)remcrcieo ee = 0 56 0 0285 
n Saint-Emilion......... 1893 Ones 0 0267 
a \ ior Ul eeotoot ee a 0 85 0 0277 
= BLANCS.. Creongareadere see — 0 50 0 0068 
Leoonant ae seco — 0 45 0 0085 
DORDOGNE.... | Ber coracemer eer 1897 | 0 350 0 0036 
AIUD) Bans Miertuster Naiht-Coustee meets _ 0 85 0 02381 


On voit que parmi ces vins, pris tout a fait au hasard, il n’y 
en a qu'un trés petit nombre qui ne contient que des traces 
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d’ammoniaque *; la majorité, au contraire, en a des quantités 
trés appréciables qu'il serait difficile d'imputer 4 Vaction seule 
des ferments d’altération, mais qui s’expliquent surtout par les 
autres raisons qui ont été indiquées. 

C'est encore quelques-unes de ces raisons qui permettent 
daccorder au mode de vinification quelque influence sur les 
différences constatées. Ainsi, les vins de 1897, de Léognan, 
d’Ambarés et de Bergerac, que je sais sirement avoir été faits 
dans des cuves ouvertes, contiennent les quantités les plus 
faibles d’ammoniaque et pareilles a celles que l’on trouve dans 
les vins blancs fermentés en barriques. Dans ces deux derniers 
modes de vinification, les conditions de la fermentation étant 
plus favorables que dans les cuves fermées a la vie de la levure, 
celle-ci a mieux utilisé les matiéres azotées que lui offrait le mout. 

Vins défectueux. — Les vins défectueux peuvent se diviser 
en deux groupes, le premier comprenant les vins anormaux par 
suite d’accidents survenus soit ala récolte, soit a la fermenta- 
tion, le deuxiéme éltant constitué par les vins altérés pendant 
Jeur conservation. 

1° Vins accidentellement anovrmaux. — Il s’agit de vins dou- 
ceatres, mannilés el cassés, pour lesquels MM. Miintz et Rousseaux 
ont trouvé que la quantité d’ammoniaque quils renferment est 
supérieure a celle que contiennent des vins analogues, de cons- 
tiltution normale. Celte relation entre l'état défectueux et la 
proportion d’ammoniaque peut s’expliquer fort bien par les 
recherches ci-dessus. 

En effet, les vins douceatres étant le résultat d’unarrét de la 
fermentation sous Vinfluence d’une température trop élevée 
existant dans la cuve, si la levure est d’abord génée dans son 
développement, puis paralysée completement, l’assimilation de 
l'ammoniaque du mott ne peut, par suite, étre complete, et une 
quantité plus ou moins grande de cette base doit se retrouver 
forcément dans le vin doux. 

Cette explication suppose, bien entendu, que les ferments 
d’altérations n’ont pas pris la place de la levure, ce qui est assez 
rare, mais généralement c’est le contraire qui arrive et l’on 
oblient alors des vins mannilés. 


1. M. Manceau a trouvé des résultats analogues pour des vins de Champagne 
de bonne conservation. 
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Je rappellerai ici que tous les microbes que j’ai étudiés plus 
haul sont des ferments manniliques ; aussi les vins qui ont 
donné les résultats du tableau de la page 529, étaient tous for- 
tement mannités. Par conséquent, les conclusions qui ont élé 
tirées de ces expériences s’appliquent d'une maniére générale a 
tous les vins mannités qui se produisent dans la pratique. 

Quant aux vins cassables, la relation indiquée par MM. Muntz 
et Rousseaux entre leur état maladif et la quantité d’ammoniaque 
guils conliennent ne parait pas pouvoir s’expliquer par les 
résullals des expériences que j’ai faites, sil s’agit de vins con- 
tenantsimplement del’oxydase et non envahis par des microbes, 
Mais comme les vins sujets ala casse ont, depuis leur naissance 
méme, une constitution débile, due a l’influence de la pourriture 
grise (Botrytis cinerea) du raisin, ils constituent un milieu tres 
favorable au développement de ces microbes, lequel dans ce 
cas peul élre une source d’ammoniaque. 

J’ai dosé l'ammoniaque dans un certain nombre de vins 
rouges cassables et de vins blancs de Sauternes, toujours 
cassables comme on sait, puisquils sont faits avec des raisins 
alteints de pourriture noble, produile également par le Botrytis 
cinerea. Les échantillons de ces derniers, pris apres le premier 
soulirage, avaient élé choisis parmi ceux qui ne contenaient 
plus que de tres petiles quantilés de sucre, leur fermentation 
pouvant élre considérée comme terminée. Le tableau suivant 
donne lacidité volatile et 'ammoniaque trouvée dans ces vins: 


A SS RAR SS RR ES 


| 

ECHANTILLONS ACIDITE VOLATILE | AMMONIAQUE 
DIVERS par litre. par litre. 
(oNed, ts 65 Qsr,0223 
VINS ROUGES } Ne 2, "65 0 0145 
| No 3; 0 30 0 0289 
INOW Q 42 0 0289 
VINS BLANC s | INEZ: 0° 83 0 0289 
| No 3. 0 89 0 0326 
0 0247 
MOYENNE > 0 0231 


On voit que la moyenne des quantités d’ammoniaque dosées 
dans ces vins ne s’écarte pas de celle’que l’on a trouvée dans les 
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vins normaux; elle est d’ailleurs identique & celle qu’ont trouvée 
MM. Miintz et Rousseaux, dans les vins les plus cassables qu’ils 
ont examinés. 

L’acidité volatile des vins rouges indique qwils avaient peu 
souffert de l’action des microbes, tandis que les vins blancs 
paraissaicnt plus alteints ; mais une acidité volatile élevée n'est 
pas ordinairement anormale pour les vius de Sauternes, car elle 
provient en partie de celle que contient le motit lui-méme avant 
la fermentation, et qui est fournie par les grains de raisins aigris 
existant toujours en pelite proportion. 

Les quantilés d’ammoniaque contenucs dans les vins de 
Saulernes que j’al analysés, paraissent cependant assez élevées 
par rapport a celles qui existent dans les vins blancs ordinaires. 
Je n’examinerai pas de plus pres celte remarque, car elle rentre 
dans un cas particulier. La fermentation des mutts de Sauter- 
nes ne peut pas, en effet, élre assimilée completement a la fer- 
mentation d'un motif ordinaire, puisque le milieu se trouve 
notablement modifié par Vaction du Botrytis cinerea sur le jus 
des raisins. Ce que l’on peut dire cependant, c'est que ce cham- 
pignon ne peut augmenter la richesse ammoniacale des mouts, 
car l’expérience prouve, au contraire, qu il absorbe tres facilement 
Yammoniaque de tous Jes milieux de cullure; il n'y a pas d’ex- 
ception pour le mout du raisin, comme l’ont montré au com- 
mencement de ce travail les dosages fails sur les motit moisis et 
non moisis. 

2° Vins altérés pendant leur conservation. — Parmi les vins de 
cette calégorie, j’étudicrai les vins fleuris, piqués, tournés et 
amers?. 

Vins fleuris et piqués. — Le mycoderma vini et le mycoderma 
aceti ulilisent avidement, en se développant sur le vin, l’ammo- 
niague qu'il peut contenir naturellement ou celle qu'on peut y 
ajouter. Ainsi, on a ensemencé ces deux organismes séparément 
sur un vin contenant primitivement 0#',025 d’ammoniaque par 
litre, et sur le méme vin dont Ja richesse ammoniacale avait élé 
portée a 0#",0708 par litre. Au bout de ciug jours, dans tous les 


4. La production d’ammoniaque pendant la maladie de la graisse vient d’étre 
démontrée par M. Manceau, qui a constalé dans un vin gras une augmentation 
de 60 milligrammes d’ammoniaque par litre au bout de six mois. (Voir son rapport 
sur les dosages de l’acidité volatile et de l’'ammoniaque dans les vins de Champagne, 
Bulletin dela Société des Viticulteurs de France et dampélographie, n° 7, 1898.) 


A 
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cas, il ne restait plus que quelques milligrammes d’ammoniaque 
dans le vin; le reste avait été employé dans la formation de 
voiles mycodermiques abondants. 

Dans une autre expérience, on a suivi la disparition pro- 
gressive de l’'ammoniaque en méme temps que les progrés de 
Valtération du vin, et on a obtenu les chiffres ci-aprés : 


MYCODERMA VINI 


ee 


Alcool. | Azli3 


MYCODERMA ACETI 


| OBSERVATIONS a 


Acidité totale. AzH3 


Acidité ate, 


et 


Vin primitif, 58", 30 9258 Ost, 1028 


st, 1028 Ber,30 


Aprés 3 jours 4 26 9 6 0 0398 


Apres 6 jours 8 8 0 0084 


La consommation de l’ammoniaque a done été trés rapide, 
surtout avec le mycoderma vini. 

Vins tournés et amers. — J’ai réuni daus Je tableau suivant 
les résultats des dosages d’acidité volatile, d’azote total et 
@ammoniaque, relatifs a quelques vins lournés et amers, géné- 
ralement assez vicux, en bouteille. 


VINS TOURNES ACIDITE AZOTE AMMONIAQUE 

by VOLATILE TOTAL ; 

ET AMERS par litre, par litre!, eke: 

( 1884 Qsr93 Osr, 426 Os" 0540 

1886 Jae o 0 510 0 0561 

VINS TOURNES,... ¢ 41898 4 34 0 371 0 0782 

|] 1894 1760 0 546 0 0980 

1895 ile WAG) 0 574 0 1054 

MOVENNES oes eine seers 2 63 Q 497 0 0783 

i872 mA TRS 0 140 0 0093 

\ 1881 1 66 0 259 0 0217 

VINS AMERS, -<... ¢ . 1882 Dae OE 0 0120 

4893 0, tt 0 284 0 0324 

1893 ees} 0 245 0 0108 

MOYENNES) ecyecn sce epoie 7) Oma. @ 0152 

—_—_—_——————————— nn 


1. Les chilfres de cette colonne sont de méme ordre que ceux publiés par 
M. Mintz, pour Jes vins de la Gironde, dans son ouvrage intitulé: Les vignes, 
recherches expérimentales sur leur culture et leur exploitation. Varis, 1895. Voir 
aussi: Elude sur la fermentation alcoolique du vin, par Mantivanp, Paris, 1893. 
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On voit que la proportion d’ammoniaque ne dépend pas de 
Pimportance de laltération, puisque, pour les vins amers notam- 
ment, ce sont les moins altérés quien renferment le plus. 

Je suis méme porté a croire que, dans ce dernier cas, non 
seulement les quantilés trouvées n’ont pas été produites.par les 
microbes, mais que, pour quelques vins, elles sont plus faibles 
que les quantités contenues au début apres la fermentation. 

Avec les vins tournés, la production d’ammoniaque au cours 
de V’allération est évidente ; je puis méme citer un exemple trés 
démonstratif, se rapportant & un vin de 1893, mis en 1894 dans 
deux bouteilles, dont l'une, qui avait été chauffée a 60° et servait 
de témoin, s’était parfailement conservéc, tandis que l’autre 
était completement tournée. L’analyse des deux échantillons a 
donné les résultats suivants : 


Acidité volatile Ammoniaque 
par litre. par litre. 
Echantillon témoin............. Ogr, 60 Ogr, 0278 
ichantillon tourné........... - Bon ky 0 , 0451 


[ly a done eu 28",58 d’acidilé volatile et 0#,0173 @ammoniaque 
produits, soit 0,15 dacidité volatile par milligr. d’ammo- 
niaque, proportion qui est également la moyenne des produc- 
tions positives’ du tableau de la page 532. 

Si nous appliquons ce rapport aux vins de la page 534, le cal- 
cul montre que l’on ne peut attribuer aux microbes ayant vécu 
dans ces vins qu’une part trés faible dans la proportion d’ammo- 
niaque qu ils renferment. 

En comparant les moyennes du tableau ci-dessus, on voit que 
tous les chiffres sont plus élevés pour les vins tournés que pour 
les vins amers. Celle remarque:avait déja été faite depuis long- 
temps pour lacidité volatile, mais pour l’azote total c’est un 
fait nouveau qui serait intéressant sil était généralisé. 

Il semble, en effet, qu'il pourrait y avoir une relation entre 
la quantité d’azote contenue dans le vin, et la nature de la ma- 
ladie qui l’atteint, tourne ou amertume. De sorte que si l’on 
abandonne un peu lidée de spécificité des organismes détermi- 
nant ces maladies, l’influence de la composition du milieu sur 
la physiologie de ces étres ressortirait ici comme pour les expé- 
riences de la page 532. D’autre part, la maladie de l’amertume 
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étant beaucoup plus rare parmi les vins de la Gironde que celle 
de Ja tourne, on comprend facilement lintérét qui s’atlache 
4 une pareille étude, dont Jes résullats pourraient trés bien étre 
applicables & Ja viticulture et a la vinification de notre 
région, 


yi 


En résumé, ce travail montre que l'utilisation partielle des 
malériaux azotés du mouttde raisin par Jes levures de la fermen- 
tation vinique est sujelle a des variations qui dépendent 
d’abord de la nature de ces levures et des conditions physiques 
et chimiques de la fermentation agissant sur leur nutrition, et 
ensuite de l’influence qu’exercent, sur le milieu fermentescible 
et sur la levure, les fermeuts de maladie se développant en 
méme temps qu'elle. 

D’une manieére générale, l'ammoniaque contenue naturelle- 
ment dans le mowt de raisin est ulilisée avec avidilé par les 
levures, comme l'avait déja montré M. Duclaux, mais il peut en 
rester dans le viu des quantilés plus ou moins grandes, en rela- 
tion avec la richesse ammoniacale et la nature du mott, et avec 
les facteurs indiqués. ci dessus, parmi lesquels’ les microbes 
peuvent jouer un role prépondérant. 

Les maladies qui altérent le vin pendant sa conservation font 
varier dans un sens ou dans!’autre Ja proportion d’ammoniaque 
qu'il renferme asa sortie de Ja cuve. Dans les vins fleuris 
el piqués, celle proportion diminue, tandis quelle augmente 
dans les vins tournés; elle ne pee pas varier beaucoup dans 
les vins amers 

Le dosage de Yammoniayue dans un vin riche en acidité vo- 
latile et non amer permeltra done d’avoir une preuve trés voi- 
sine de la certitude pour dire si celle acidité est due a la piqtre 
ou a la tourne, sans étre obligé d’appliquer la méthode de 
M. Duclaux pour la déltermination des acides volatils contenus 
dans le vin. 
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Statistique du traitement préventif de la rage (9 février 1888 au 30 avril 1898). 


Par te D? FERREIRA pos Santos. 


Les premiéres inoculations antirabiques a l'Institut de Rio-de- 
Janeiro (Brésil) datent du 9 février de Pannée 1888. 

Pendant la période écoulée jusqu’au 30 avril de lannée cou- 
rante, le nombre des personnes qui se sont présentées a l’Ins- 
litut a été de 3,973, dont 2,647 ont été admises en traitement et 
1,326 ne furent pas inoculées, parce que, pour presque toutes, 
les animaux mordeurs n’étaient pas enragés, 

Le tableau suivant montre, pour chaque année, le nombre 
des personnes qui ont-eu recours a l'Institut : 


Personnes Personnes 
Années. traitées. non traitées. 
1888 105 121 
1889 90 100 
1890 158 92 
1891 242 414 
4892 207 L13 
4893 241 AL9 
A894 344 137 
1895 402 29 
1896 Ban 158 
4897 397 169 
4898 AQ4 714 
Total 2,647 1,326 


Comme on le voit, parmi les 3,973 personnes venues a I’Ins- 
titut, le traitement préventif n’a pas été appliqué a 1,326, pour 
les motifs suivants : 

1,176 avaient été mordues par des animaux en état de 
santé; 

51 n’avaient pasrecu de morsures, mais seulement des con- 
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tusions par les dents des animaux, sans aucune solution de con- 
tinuité les exposant a Vinfection ; 

9 avaient été mordues par des animaux qui furent atteints de 
la rage longtemps aprés la morsure ; 

4 ont été blessées par des animaux atteints de maladies autres 
que la rage, vérifiées par examen vétérinaire ; 

2 ne se sont pas présentées a I’Institut ; 

3 ont été apportées a VInstilut en état de rage déclarée ; 

59 n’ont pas voulu suivre le traitement qui leur avait été 
propose, car les animaux étaient suspects, et, dans ce nombre, 
une personne a succombé a la rage. 

Voici les détails concernant les 2,647 personnes auxquelles 
celte statistique se rapporte : 

1° Au point de vue du sere, ily a eu: 


1,987 personnes du sexe masculin, dont 1,107 adultes et 880 enfants. 
650 » » féminin, dont 32! adultes et 339 enfants. 


2° Au point de vue de ldge, ily a eu: 


JUS FOS ONS ie, csea pie ota tae later 279 
D.6> 6 aA Ot yh aee cae oa eee cae eee ie SLi 
|B yee be Mire es U's wey ae in Ra eS Aa uA tego A I 465 
DexliG;at207 sles nekeoss oe eaeerae eee 235 
De 24a" 30) iS akuces san stro ene eee 403 
De:3d4 a 40 Dy Ste ate A eee 354 
Ded, 20 yee ae meee We Mie 217 
De DAF OO Sy tek ad eo cto oe nn eS 108 
DevOd a 10 \ ers 2. CPak. hc aden eee 55 
INTROS! WORMINGE ho sono cAdunoscuogoede 14 


3° Au point de vue de la nalionalité, ily a eu: 


Brésiliens..... 4,979 SUISS@Sieeete 4 
Porlugais..... 431 Argentins.... 4 
[taliens eee 97 Siédoiseeeeme 4 
Espagnols..... 59 Polonais..... 4 
Frangais...... 27 PATA G eerenee 4 
Aiticalns eee 19 os RUSSC taser 1 
Allemands.... 11 Rép. Orientale 4 
Beloes saree 3 INTIENS ob oe +) 
Autrichiens, . . 3 
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4° Au point de vue du siege, les morsures sont divisées en six 
groupes, a savoir : 


INGOTS UReSE aul clale (Ciera aman ey eres 240 
— DUKES een eae ee re aay Maes, 906 

_ auX membres supérieurs........ 468 

a aux membres inférieurs,....... 869 
AUG ONCE A earercue toate oe ese eee As) 

= en plusieurs endroits du corps. . 39 


5° Au point de vue de la cautérisation, il ya eu: 


Cauterisalion efficace. -............ 96 cas 
— mnonvelficace ja... | OTE 
Pashd encaulerisallon pesmi 1,304 — 


6° Chez 41,900 personnes, les morsures ont été faites & décou- 
vert; chez 747 personnes, les vétements ont été déchirés. 


7° Les animaux mordeurs ont été : 


CHICI Sie By dr aserears hreion ee 2,344 
Chall Si Sear Aiea ee eee Paces 280 
DING CS eens wiscerciyece sore 4 
Mitt Stysecenreveunotecy.tetneretiece 2 
CHEV alee ahcts acme eetner:: 4 
WACH Gite eiay ont cl cat erst: 4 
UTNE bey Nak hem eh enero I 


En outre, il y a eu : 

10 cas, dans lesquels le traitement préventif a été appli- 
qué a la suite de piqures suryenues dans le travail du labora- 
toire ; 

3 cas, ol des personnes, portant aux mains des plaies acci- 
dentelles, ont été exposées a la contamination par la baye d’ani- 
maux enragés ; : 

1 cas, ou une personne a été mordue par une autre qui était 
atteinte de la rage. 


8° Quant & état des animaux mordeurs, les cas trailés a 
l'Institut sont répartis en trois catégories, 4 savoir : 
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A 236 personnes ont été mordues par des animaux dont 
la rage a été vérifiée expérimentalement ; 

B 1,173 personnes ont été mordues par des animaux dont 
la rage a été reconnue par les symptomes de la maladie ; 

C 1,238 personnes ont été mordues par des animaux dont 
état était si suspect que, par rapport a la plupart, la rage pou- 
vail étre affirmée. 


RESULTAT DU TRAITEMENT. 


Pour que les résultats de ’application du traitement préven- 
lif de la rage soient appréciés dans toute leur rigueur, il faut 
retrancher, du nombre total des personnes inoculées, les cas 
suivants : | 

30 dans lesquels les inoculations ont été suspendues, parce 
qu’on apu trouver les animaux mordeurs et vérifier qu ils n étaient 
pas enragés ni suspects ; 

65 quise rapportenta des personnes qui ont abandonné le 
traitement, et dans ce nombre, il y a eu (ruts cas de rage ; 

6 concernant des personnes qui furent prises de rage au cow's 
des inoculations. Dans ce nombre, il y avait cing personnes trés 
gravement mordues ala téte, etune a la main, qui, n’étant venue 
se faire soigner qu'au 21° jour de Vincubation, n’a regu que 
deux inoculations, car la rage a éclaté le 23% jour ; 

5 se rapportant 4 des personnes qui sont mortes de maladies 
diverses, dont la nature n’éveillait aucun soupcon par rapport a 
la rage. 

En retranchant ces 106 cas du total de 2,647 personnes, ce 
chiffre se trouve réduit & 2,541 personnes ayant subi la vacci- 
nation antirabique. Parmi ces personnes, il ya eu vinget décés 
parla rage, ce quidonne, pour la proportion totale de la morta- 
lité, 0,78 0/0. : ; reud 

Sion retranche des 20 cas de mort qui viennent d’étre signa- 
lés neuf cas dans lesquels la rage est survenue avant le 15° jour 
de la fin du traitement, c’est-a-dire avant que les vaccinations 
aient pu produire leur résultat efficace, la statistique définitive 
de Institut de Rio-de-Janeiro, pendant une période de plus de 
dix ans, est la suivante : 
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Personnes traitées........ 2.532 
MOTUS mercer eerste). tft) ono 41 
Montalitei0)/ Of see. 0,43 


La proportion des morts, considérée par rapport au siége des 
morsures, a été celle qui suit : 


MORSULESLanl AnOLC aa eerne eer erie . 3 soit: 4,25 0/0 
_ MIP HME, waa boasceaconone 4 0,44 0/0 
— aux membres supérieurs..... 4 0,21 0/0 
— — — inférieurs..... PA 0,23 0/0 
— AME UNON Chews menace es ee eae ul 0,80 0/0 
a Wile) Plog newts see ee ‘ 0 0, 0/0 


La méthode de vaccination antirabique a l'Institut de Rio-de- 
Janeiro est celle qui est établie par l'Institut Pasteur de Paris. I 
n’y a que de légéres modifications dans quelques détails, que je 
signalerai rapidement. 

Les inoculations ont lieu & 8 heures du matin; dans cer- 
tains cas, comme ceux de morsures a la téte ou de blessures un 
peu anciennes, une deuxiéme inoculation est appliquée a5 heures 
du soir, pendant les deux ou trois premiers jours du traite- 
ment. 

Les moelles employées sont celles de 144 3 jours; cependant, 
dans les cas plus dangereux, il faut arriver a celle de 2 jours, 
surtout en été, ear la chaleur qui desséche les moelles étant au- 
dessus de 23°, il convient de compenser leffet de l’excés 
de température par linoculation d’une derniére moelle exposée 
moins longtemps a la dessiccation. 

Pour Vinoculation des lapins, je me sers toujours du virus de 
passage provenant des séries de lapins inoculés a Paris, le 2 juil- 
Jet 1887, avee le virus du 152° passage. Je suis arrivé au 
512° passage, et les lapins sont toujours pris le 6° jour; les séries 
ns 453 a 512 n’ont pas été interrompues. 

Comme les lapins sont peu abondants 4 Rio-de-Janeiro, 11 
m’a fallu restreindre Je nombre des animaux inoculés. Dans le 
commencement, je trépanais deux lapins par jour; je me suis, 
ensuite, arrété 4 un seul lapin par jour, et, plus tard, le manque 
de lapins ayant augmenteé, je me suis tenu ala pratique actuelle, 
laquelle consiste dans Vinoculation de quatre lapins par semaine. 

35 
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Chaque animal fournit deux morceaux de moelle, de 8 a 10 cen- 
timétres de longueur, dont un est immédiatement suspendu dans 
un flacon contenant du chlorure de calcium, et l’autre est déposé 
a la glaciére pour étre suspendu le lendemain. 

Pour délayer les moelles, j’ai adopté, de préférence au bouil- 
lon de veau, une solution & 10/0 de chlorure de sodium pur 
dans de l’eau filtrée et stérilisée. Avec l’eau salée, les inocula- 
‘ions sont parfaitement supportées, méme par les personnes 
ies plus délicates, parce qu’elles ne sont pas douloureuses ou, 
s'il y.a un peu de douleur, elle est trés légére. 


D° Ferreira pos Santos. 


Rio-de-Janeiro, le 25 mai 1898. 


REVUES ET ANALYSES 


DiS SAGE BIOEMAPN TO) GME 


Il a été question, jusqu’a présent, des essais d’analyse des albumi- 
noides par les ferments; il reste a traiter des résultats obtenus par 
action sur ces substances des bases et des acides forts. L’étude détail- 
lée de hydrolyse des albuminoides par hydrate de baryte a haute 
température a été l’ceuvre de Schiitzenberger, et nous devons a ce 
savant un ensemble de vues ingénieuses sur la constitution del’albumine. 

Les travaux de Schtitzenberger sont trop connus pour que j’en 
fasse ici exposé, Ils ont d’ailleurs été résumés dans les Annales par 
Duclaux en 1891. L’idée maitresse qui s’en dégage, c’est que l’albu- 
mine résulte de la soudure d’un grand nombre d’acides amidés, sou- 
dure indirecte en ce que l’union se fait par linterposition d’un certain 
nombre de molécules d’urée ou d’oxamide. Les résultats de Schtitzen- 
berger n’ont pas, que je sache, été modifiés par des travaux plus 
récents, faits suivant la méme méthode. La plupart des savants qui, 
dans ces derniéres années, ont fait l’attaque des albuminoides, l’ont 
opérée par les acides forts, suivant en cela la voie tracée par Hlasi- 
wetz et Habermann. 

Parmi ces savants, il faut distinguer entre ceux qui se sont occupés 
de la recherche spéciale d’un chatnon de la grande molécule, qu’ils 
tachaient de mettre en liberté et d’isoler des autres produits d’hydro- 
lyse, et ceux qui, comme Drechsel, ont essayé de faire le bilan complet 
des produits de destruction et sont arrivés par cette voie & découvrir, 
parmi ces produits de décomposition, des composés inconnus jus- 
qu’alors. Dans les recherches faites suivant la premiére direction, deux 
points principaux ont été étudiés surtout : la question du soufre des 
albuminoides et celle de leur chafnon sucré, On admet aujourd’hui 
que les albumines contiennent généralement du soufre dans leur molé- 
cule. Une exception a cette régle serait constituée, d’aprés Nencki, par 
certaines proléines extraites, soit de microbes de putréfaction, soit des 
spores charbonneuses. Il serait d’ailleurs 4 prouver dans ce cas que du 
soufre, trés faiblement uni au complexe moléculaire, ne s’est pas déta- 
ché pendant la préparation de la protéine. 
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Depuis 1848 on admet, avec Fleitmann, a l’encontre de |’ancienne 
opinion de Mulder, qu’il ya lieu de distinguer dans la molécule de lal- 
bumine deux modes de combinaison du soufre. Une partie du soufre 
est attachée faiblement et se détache A ]’état de suifure par l’action 
des solutions de potasse et de soude 4 1’ébullition; l'autre, plus forte- 
ment combinée, ne se retrouve a |’état de sulfate qu’aprés incinération 
de l’albumine résiduelle avec le mélange de salpétre et d’hydrate potas- 
sique. On appelle souvent a tort celle partie : soufre oxydé, en oppo- 
sition avec le soufre non oxydé; il est plus exact de parler, comme 
Kriiger, de soufre facile et de soufre difficile 4 détacher. Ces résultats 
deFleitmann, confirméset étendus aux principales albumines par Nasse, 
Danilewski, Kriiger, Suter, Malerba, affirment donc un premier fait 
important: c’est qu’il y aau moins deux atomes de S dans la molécule de 
Valbumine, combinés différemment aux atomes voisins. Cetle régle 
n'est d’ailleurs pas constante, car différents albuminoides ne donnent pas 
de sulfure de plomb, quand on Jes soumet a l’aclion d’une lessive de 
potasse additionnée d’acétate plombique. Malerba‘ cite parmi ces der- 
niers la caséine, la myosine, la gélatine, ]a chondrine, la nucléine, la 
globuline du sang. Kriiger® adimet aussi que la légumine et probable- 
ment la caséine sont dans ce cas. Ces différents auteurs ont taché de 
délerminer les quantités de soufre contenues dans les albuminoides, 
suivant Pune et l’autre forme. Mais leurs résultats, obtenus d’ailleurs 
d’apres des méthodes différentes, sont discordants. Il est certain, comme 
le fait remarquer Schiilz *, que, suivant la méthode employée, on peut 
avoir des résullats totalement dissemblables; cet auteur met surtout 
en garde contre l’oxydation possible au contact de lair des sulfures 
alcalins formés. Cette oxydation, qui produit des sulfites et des sulfates 
aux dépens des sulfures, a pour résultat la non précipitation de sul- 
fure de plomh, due a la solubilité des oxysels de plomb dans la potasse. 
Elle ne semble cependant pas devoir entratner de grandes différences 
dans les résultats, sia la fin de l’opération la solution est acidifiée par 
acide acétique, ce qui aura pour résultat la précipitation du sulfate 
de plomb produit, et si le sulfure de plomb est pesé aprés transfor- 
mation en sulfate, comme dans la méthode de Fleitmann. Si, au con- 
traire, comme semble l’avoir fait Malerba‘, la séparation du sulfure de 
plomb ef du liquide alcatin surnageant s’opére sans acidification 
préalable, il se pourrait, dans le cas d’attaque difficile et prolongée au 
contact de l’air, que le soufre, s’oxydant au fur et A mesure de sa mise 
en liberté, restat complétement en solution sous forme de sulfate de 
plomb, et échappat par conséquent & l’analyse. Faut-il attribuer 4 cette 


1. Cité d’aprés Scuurz et d’aprés Maly’s Jahresbericht, f. Thierchemie, 1884. 
2. Pfliiger’s Archiv., t. 43. 
3. Zeitschrift f. Physiol, Chemie, Bd XXIV. 
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raison le fait quc Malerba ne trouve pas de soufre labile dans la glo- 
buline du sérum, alors que Schiilz, agissant en milieu réducteur, 
trouve que la moilié du soufre de cette albumine appartient a la forme 
labile? Ou bien Vaction réductrice du milieu ne peut-elle pas avoir 
influencé la liaison d’un des atomes de soufre de la protéine et facilité 
sa mise en liberté? C’est ce qu’il semble difficile de décider tant que 
des recherches qualitatives n’auront pas établi sous quelle forme le 
soufre se trouve lié dans les albumines. 

Des efforts intéressants faits dans cette direction ont fixé certains 
résultats. Ainsi, Kriiger, ayant, dans ses recherches préliminaires, 
soumis a l’action de la potasse additionnée d’acétate plombique diffé- 
rents composés organiques sulfurés bien définis, conclut de ses 
recherches que : 

1° Les combinaisons du type 

| 
— 1 — SH 
ne cédent généralement pas leur soufre; si, cependant le C porte en 
méme temps un oxygéne 
| 
O—C—SH 
(thioacides) ou un groupe amidé 
| 
Az? — a SH 
(cystéine), le soufre devient labile; 
2° Le soufre est cédé aux alcalis par les molécules du type 
S = Cie 
3° Les molécules du type 
= (—s = C= 
sont décomposées en partie, mais sans formation de sulfure; 
1° Les molécules du type 
=C—S—S—CG= 
contiennent du S labile, 4 moins que le C ne soit uni a O. 

Il résulte avant tout de ces recherches que le plus ou moins de sta- 
bilité de ’atome de S ne dépend pas fatalement de ce qu'il est ou non 
combiné a de l’oxygéne, comme on le croyait précédemment. Il n’en 
est pas moins vrai que l’oxydation de la molécule d’albumine par le 
permanganate de potassium ‘ ou par liode * a pour premier résultat 
de rendre stabile tout le soufre de l’albuminoide, 


4. MAty, Sitzungsberichte der Kaiserlichen Akademie der Wissenschaften. 
Wien, 1885 et 1888. 
2, Hormesster, Zeitschrift f. Physiol. Chemie, Bd. XXIV. 
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Le soufre résultant de la désintégration des albuminoides consti- 
tuant les tissus des animaux est éliminé dans la bile sous forme de 
taurine de formule H,Az — CH, — CH, — SO,H. Dans les urines, on le 
trouve représenté surtout par les acides sulfo-conjugués de Baumann, 
combinaison de radicaux aromatiques a l’acide sulfurique, et, partiel- 
lement par la cystine, le sulfocyanate de potassium et des corps 
inconnus. Parmi ces composés, un des plus intéressants est la 
cystine, qui résulte de la combinaison par oxydation, avec élimina- 
tion de deux atomes d’hydrogéne, de deux molécules de cystéine. 
Cette derniére a pour formule H*C — C(SH) (AzH?)-—CO°?H. Elle 
est de l'acide thiolactique amidé. Cette cystéine, ou plutét la cys- 
tine qui en dérive en milieu alcalin, apparait quelquefois en grande 
quantité dans les urines dans certains états pathologiques. On peut 
provoquer son élimination par l'urine du chien normal quand, a 
‘exemple de Baumann et Preusse', on mélange a sa nourriture les 
dérivés monochlorés ou monobromés du benzol. Dans ces conditions 
apparait dans l’urine une substance particuliére, l’acide mercaptu- 
rique, contenant dans sa molécule une molécule de cystéine dont l’hy- 
drogéne du groupe — SH est remplacé par le groupe — C®BrH*. 
Baumann croit pouvoir conclure de ce fait que la cystéine est un 
produit intermédiaire de la désintégration des albuminoides, qui, 
dans les conditions normales, est oxydée elle-méme et n’apparait pas 
dans !es urines. Le réle du monobromobenzol est de s’unir 2 elle, au 
moment de sa mise en liberté, pour former une molécule stable que les 
oxydations organiques n’atteignent plus. Il était intéressant de recher- 
cher sa présence parmi les produits de désintégration de l’albumine 
par les acides. C’est ce qu’entreprit un éléve de Baumann, Suter *, qui 
ne lrouva pas, a vrai dire, de cystéine, mais y découvrit un corps trés 
rapproché, l’acide thiolactique. Cet acide, sous Vinfluence de la 
potasse additionnée d’acétate de plomb, donne & chaud un précipité 
abondant de sulfure de plomb. L’acide thiolactique ne fut pas obtenu 
directement des produits de destruction de l’albumine, il ne put en étre 
isolé a Pétat de liberté qu’aprés leur putréfaction. Tl semble s’y trouver 
en combinaison, et ne conslitue par conséquent pas un des fragments 
immédiats de ia destruction des albuminoides. Cet acide thiolactique, 
chauffé sur le bain-marie a l’ébullition, se décompose partiellement 
et émet des vapeurs dont lodeur rappelle celle du sulfure d’éthyle 
(C?H*)?S. Or Abel a découvert ce dernier corps dans lurine du chien 
normal *. Baumann‘ émet I’hypothése que ce sulfure d’éthyle pro- 
vient de l’acide thiolactique. 


1. Zeitschrift fiir Physiologische Chemie. Ba. V. 
2. Zeitschrift fiir Physiologische Chemie. Bd. V. 
3. Zeitschrift fir Physiologische Chemie. Bd. XX. 
4. Zeitschrift fiir Physiologische Chemie. Bd. XX. 
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2 C?H*O*S = (C#H*)\?S + H?S + 2 co? 

D’autre part, Drechsel ' croit retrouver le méme sulfure d’éthyle parmi 
les gaz qui se dégagent dans l’attaque des albumines par les acides. 
Et, d’aprés lui, le précipité que l’on obtient quand on précipite par 
acide phosphotungsténique contient une hase qui, en se décomposant, 
met en liberté du sulfure d’éthyle. Une telle base devrait appartenir a 
la série des composés sulfiniques, dans lesquels l’atome de soufre est 
tétravalent. Il serait intéressant de prouver définitivement l’existence 
de cet atome de soufre tétravalent dans la molécule des albumines. 

Telles sont, briévement résumées, les idées acquises récemment 
sur le soufre des albuminoides. Comme il est facile de s’en rendre 
compte, nous en sommes encore a la période des t4tonnements, les 
guelques résultats acquis ouvrant la voie et indiquant certaines direc- 
tions aux travaux futurs. 

On peut en dire autant du chainon sucré, qui, d’aprés l’opinion de 
beaucoup de chimistes, se trouve contenu dans la molécule protéinique. 
Il y a lieu ici de distinguer entre les albumines ordinaires, telles que 
albumine de l’ceuf, du sérum, globulines diverses, etc., et certaines 
protéides En ce qui concerne les secondes, nous en connaissons actuel- 
lement un certain nombre, telles que la mucine vraie (Landwehr), la 
chondromucoide (Schmiedeberg), les nucléines et nucléo-protéides 
(Kossel), qui, parmi leurs produits de décomposition, fournissent un ou 
plusieurs chainons sucrés. Mais il est admis que, chez ces composés, 
que l’on envisage comme formés par l’union d’un radical albuminoide 
a un composé non protéinique, variable suivant les cas, c’est ce 
dernier qui fournit le sucre. Ces données laissaient done ouverte la 
question posée précédemment. 

Depuis longtemps, |’étude des échanges et des bilans nutritifs, tant 
physiologiques que pathologiques, afaitadmettre comme vraisemblable 
lexistence d’un groupe sucré chez les albumines ordinaires. Mais 
il manquait 4 cette idée une base chimique. II est vrai que Schiitzen- 
berger avait obtenu, dans ses essais de désintégration de Palbumine 
par l’acide sulfurique, un corps privé d’azote, réduisant la liqueur de 
Febling, qu’il ne décrit pas davantage. Maisce manque d’identification 
avec un sucre quelconque, joint au fait que Schtitzenberger a employé 
dans des recherches une albumine insuffisamment purifiée, enleve a 
cette constatation tout caractére de certitude. Et cela d’autant plus que 
Morner 2, confirmé par Salkowsky, a découvert recemment, dans le 
blane d’ceuf, une substance du groupe des mucines, l’ovomucoide, qui, 
dans les conditions ou se plagait Schiilzenberger, fournit un corps 
réducteur, qui n’est pas un sucre. 


1. Physiolog. Centralblatt, 1896. 
2, Zeitschrift f. Phys. Chemie. Bd. XVIII. 
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Krukenberg, se basant sur la réduction a chaud de I’hydrate cui- 
vrique par les diverses albumines et albumoses, croit pouvoir en con- 
clure a l’existence du groupe sucré dans leur molécule. Drechsel ', qui 
a pu confirmer récemment ces résultats, fait ressortir avec raison que 
tous les composés, qui réduisent la liqueur de Fehling, ne sont pas des 
hydrates de carbone, et il exige, avant de se prononcer, l’isolement et 
identification du groupe réducteur, Mérner ? aurait pu obtenir, par 
action de l’eau sur la globuline du sang de cheval, un corps gommeux, 
qui, traité par l’acide chlorbydrique dilué, aurait fourni, parmi les 
produits de sa destruction, une substance réductrice, donnant avec la 
phénylhydrazine un osazone de point de fusion : 170°-172°. La myo- 
sine, la paranucléine de l’ceuf, ’ovalbumine, la sérumalbumine, le 
fibrinogéne auraient fourni des résultats négatifs. Pavy*, dans un 
travail récent, attribue aux albumines la constitution de glucosides et 
il les considére comme contenant de facon constante dans leur molécule 
un groupe sucré, uni au radical qui constitue la peptone. Krawkow *, 
qui a répété les expériences de Pavy, fait ressortir l'insuffisance de la 
technique de cet auteur. Krawkow n’admet existence du groupe sucré 
que la ou il peut, par la phénylhydrazine, provoquer la formation 
d’osazone. Il a pu constaler cette production aprés l’atlaque de 
Yalbumine de l’ceuf par les acides sulfurique et chlorhydrique de 
3450/0. Les dérivés decette albumine cblenus par digestion pepsique 
ou par l’action des acides et des bases faibles, de méme que la fibrine, 
la sérumalbumine, la sérumglobuline du bceuf, la lactalbumine, four- 
nissent également un osazone qui, pour tous, a le méme point de 
fusion, 183°-185°. Au contraire la caséine, la gélatine, la vilelline, la 
légumine donnent un résultat négatif. Krawkow, en raison des quan- 
tités minimes de l’osazone produite, nen a pas fait l’analyse. Ces 
résultats de Krawkow sont en contradiction en ce qui concerne I’albu- 
mine de l’ceuf avec ceux de Mérner. D’aulre part Spenzer * n’obtient 
pas dosazone aprés l’attaque de lovalbumine suivant le procédé 
employé par Pavy, quand il emploie une albumine soigneusement 
purifiée, tandis que le résultat est positif quand il met en ceuvre 
Valbumine ordinaire. Ce désaccord entre les divers auteurs qui ont 
étudié la question est d’autant plus étonnant que Hofmeister ® a obtenu, 
par la destruction de son albumine cristallisée et traitement ultérieur 
par la phénylbydrazine, un osazone crislallisé en quanlité telle que le 
poids de sucre correspondant représenterait environ 15 0/0 du poids de 
. Zeitschrift f. Phys. Chemie. Bd. XXI. 

. Centralblatt f. Physiologie, 1894. 
Pavy, Die Physiologie der Kohlehydrate, 4893. 
. Krawkow, P/liger’s Archiv. f. Physiologie, 1896. 


: Zeitschrift f. Rhysiologische Chemie. Bd. XXIV. 
. Zeitschrift f. Physiologische Chemie. Bd. XXIV. 
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Valbumine. Malheureusement il n’est pas question des propriétés de 
cet osazone, et Hofmeister ne parle pas des résultats de son analyse. 

in ce qui concerne les peptones, méme incertitude : Siegfried ! 
déclare avoir obtenu parmi les produils de décomposition de l’anti- 
peptone, un hydrate de carbone, donnant un osazone qui n’est pas le 
glucososazone, fournissant également du furfurol, mais il n'arrive pas 
a le déterminer faute de substance. Par contre Pick *, en soumettant a 
’épreuve de Molisch les deux peptones qu’il isole par un procédé 
nouveau, obtient pour lune d’elles un résultat positif, pour l’autre, 
négatif. 

Cette épreuve de Molisch, basée sur la mise en liberté de furfurol 
par l’action de l’acide sulfurique concentré, est posilive pour la plu- 
part des albumines. Tollens, Giinther et de Chalmot®, avaient d'ailleurs 
obtenu des traces de furfurol par l’attaque de la caséine au moyen 
d’acide chlorbydrique et distillation consécutive. Wehmer ‘ et Tollens 
avaient montré précédemment que tandis que les hexoses et les subs- 
tances qui contiennent un chainon sucré de 6 atomes de carbone four- 
nissent de l’acide lévulinique par l’action de l’acide chlorbydrique, la 
fibrine et la caséine n’en donnent pas. De cette série paralléle de 
recherches, Tollens conclut que si l’albumine contient une trés légére 
quantité de sucre, ce dernier est probablement une pentose et non une 
hexose. 

L’ensemble de ces données aussi discordantes est décevant, et l’on 
compare involontairement la quantité de travaux parus au peu de certi- 
tude des notions acquises. La question ne sera tranchée définitivement 
que lorsque d’une albumine complétement purifiée on aura isolé 
un sucre chimiquement pur, délerminé par l’analyse élémentaire 
et par les principales réactions spécifiques de ce groupe de sub- 
stances, 

Plus certaines et importantes sont les conclusions auxquelles sont 
arrivés les auteurs qui, 4 la suite de Drechsel, ont repris ’attaque des 
albuminoides par des acides forts. Hlasiwetz et Habermann?’ ont 
oblenu, en traitant la caséine par l’acide chlorbydrique de concentra- 
tion moyenne, en présence de chlorure stanneux, les produits suivants : 
leucine, tyrosine, acides glutamique, aspartique et ammoniaque. 
llorbaczewsky ° retrouva les mémes corps dans l’atlaque de divers 


1. Zeitschrift f. Physiologische Chemie. Bd. XXI. 
2. Zeitschrift f. Physiologische Chemie. Bd. XXIV. 

3. Maly’s Jahresbericht f. Thierchemie, 1892. 

4. Berichte der Deutsch. Chemisch. Gesellschaft, 19. 

5. Annal. Chem. Pharm. Bd. CLXIX. 

6. Wiener Akademische Sitzungsberichte. Bd, LXXX, 3 Abt. 
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albuminoides et ajouta a leur liste Vacide sulfhydrique. Schulze ' 
augmenta encore leur nombre en découvrant Vacide phényl-amido- 
propionique. Enfin, récemment, Cohn * aurail encore isolé un nouveau 
corps non encore complétement déterminé, qui serait stirement un 
dérivé de la pyridine; fait intéressant, s’il se confirme, en raison de la 
nature pyridique de la plupart des alcaloi les. 

Or, comme Schiitzenberger, 4 cdté de ces produits, en avait encore 
décrit une série d’autres, et que d’autre part le poids des fractions 
connues, obtenues par le traitement par les acides, n’égalait pas a 
beaucoup prés le poids de l’albumine détruite, Drechsel * se proposa 
de rechercher quels étaient les composés chimiques constituant le 
résidu non encore analysé. Il établit d’abord que l’altaque par les 
acides, A l’encontre de celle par la baryle, ne met jamais en liberté 
d’acide carbonique, ni oxalique, ni acétique. Il fallait done que le 
résidu sirupeux, non cristallisable, de Hlasiwetz et Habermann fat 
constitué par des substances qui, sous l’influence des bases, mettent ces 
acides et particuliérement l’acide carbonique en liberté. Pour les isoler, 
Drechsel traita le résidu par l'‘acide phosphotungstique, et obtint un 
précipité volumineux, qui fut décomposé par la baryte a froid. Le 
liquide concentré par évaporation fournit par premiére cristallisation 
une base de formule 

CEH Ag 07 
la lysine que Drechsel considéra comme de l’acide caproique diamidé. 
Les eaux méres, additionnées de nitrate d’argent, laissérent déposer 
des cristaux d’un nitrate double d’argent et d’une nouvelle base, appe- 
lée lysatinine, de formule 

CET AZ. Of 

Enfin, par un procédé spécial, Drechsel isola encore un troisiéme 
corps de propriétés basiques, de formule 

GH x22 08 
qui ne serait autre chose que de l’acide acétique diamidé *. 

De ces trois bases, la seconde est la plus intéressante : soumise a 
Vaction de la baryte 4 lébullition, elle est décomposée et parmi secs 
produits de décomposition apparait lPurée. Ainsi se retrouvait cette 
urée que déja Béechamp croyait avoir obtenue par l’oxydation de l’albu- 
mine et que Schiitzenberger avait supposée exister dans la molécule 
protéinique, en raison du rapport existant entre les poids d’acide car- 
bonique et d'ammoniaque produit sous l’action de la baryte. Les 
résultats obtenus par Drechsel ont été étendus par ses éléves a divers 


1. Berichte der Deutchem Chem. Gesellschaft, Bd. XVI. 

2. Zeischrift f. Physiol. Chemie Bu. XXII. 

3. Archiv. [. Anatomie ui Physiologie. Physiol. Abteil, 1891. 

&, Sitzungsberitche der Kénigl. Sachs. Gesells. der Wissens. Ba XX. 
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albuminoides. Fischer retrouva la lysine et la lysatinine parmi les pro- 
duits de décomposition de la gélatine. Siegfried étudia au méme point 
de vue la conglutine, la fibrine du gluten, I’hémiprotéine (antialbu- 
mide de Kiihne), l’ovalbumine et son produit d’oxydation par le per- 
manganate de potasse (acide oxyprotsulfonique). Toutes ces substances, 
attaquées par|’acide chlorhydrique, fournirent la lysine et la lysatinine. 
ll était intéressant de voir si la trypsine, dans son action énergique 
sur les albumines, met aussi les mémes bases en liberté. Un autre éleve 
de Drechsel, Iledin, obtint par la digestion pancréatique de la fibrine 
un résultat complétement positif. Quant a l’antipeptone, sur laquelle 
la trypsine n’a pas d’action, elle fournit la lysine et la lysatinine, 
quand on!’attaque 4 130° par l’acide chlorhydrique a 15 0/0(Siegfried '). 
Ainsi fut établiela portée générale de la découverte de Drechsel etl’impor- 
tance de ces bases au point de vue de la compréhension des albumines. 

Les travaux récents ont apporté quelques modifications et des 
additions de grande valeur a ces premiers faits. Hedin *, continuant les 
recherches méthodiques de Drechsel, parvint par une modification du 
procédé de ce savant a mettre en évidence, parmi les produits de décom- 
position de la kératine, un corps basique qui n’y avait pas encore été 
décrit, de formule 

Ger Az. O* 
mais qui se trouva étre identique a Varginine, base organique extraite 
par Schulze et Steiger® des gemmules de lupin et de courge. II isola 
la méme arginine des produits de destruction de la gélatine, de la 
conglutine, de la nucléoalbumine du jaune d’ceuf, de l’ovoalbumine, de 
la caséine, du sérum sanguin desséché. 

Dans un travail postérieur,‘, Hedin démontre que la lysatinine, obte- 
nue par le procédé primitif de Drechsel, est un mélange par parties 
égales de lysine et d’arginine. Or, quand on soumet celte arginine, 
comme l’avaient déja démontré Schulze et Steiger®, a l’action de Peau 
de baryle bouillante, elle est décomposée avec mise en liberté d'urée. 
Ce résultat, confirmé par Hedin, cadre donc avec l’observation faite anté- 
rieurement par Drechsel au sujet de la lysatinine. Iedin °, en poursui- 
vant l’analyse des produits de décomposition de la kératine, isola une 
troisieme base, qui se trouva étre identique a celle que Kossel avait 
obtenue précédemment dans I’hydrolyse d’une substance proteéinique 
spéciale (protamine) et pour laquelle cet auteur avait établi la formule 

C12 29 Azé OF 
. Archiv f. Anatom. und Physiol. Physiol. Abteil, 1894. 
. Zeitschrift f. Physiologische Chemie. Bd XX et XXI, p. 155, 
. Zeitschrift f. Phystolog. Chemie. Bd XI. 
. Zeitschrift f. Physiolog. Chemie. Bd XX], p. 297. 
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et proposé le nom d histidine. La formule fut simplifiée plus tard de 
moitié 
Cull® AZ? D2, 

Le nombre des corps basiques extraits de la molécule des albumi- 
noides s’¢levait donc a trois, et la constance de leur apparition parmi 
les produits de décomposition d’albuminoides fort différents rendait 
trés grand lintérét s’attachant a leur étude. Mais leur importance, 
au point de vue de la compréhension des albuminoides, vient surtout 
d’étre mise en relief dans les travaux de Kossel sur les protamines. 

C’est & Miescher' que nous devons la découverte de la premicre 
protamine. Dans ses recherches sur la chimie du sperme du saumon, 
Miescher arriva aisoler Jes tétes des spermatozoides sous forme d’une 
poudre dense, blanche, en soumettant, 4 plusieurs reprises, le sperme 
a la centrifugation dans l’eau distillée. Les queues des spermatozoides 
gonflent et passent en solution, tandis que les tétes restent histologi- 
quement inaltérées. Ces téles, aprés extraction par l’alcool et V’éther, 
se trouvent constituées en presque totalité (96 0/0) par une combinai- 
son bien définie d’un acide nucléique de formule 

C49 Hes Azgit pt O27 
avec deux molécules d’une base de formule 

C?-!! Az*.Qs 

Cette base fut appelée protamine par Miescher, Pour la préparer, 
Miescher traitait cette combinaison par l’acide chlorhydrique dilué; 
la base passait en solution et l’acide nucléique restait comme résidu. 
Pour la purifier, il la précipitait & plusieurs reprises par le chlorure 
de platine et décomposait le précipité par lacide suifhydrique. 

La protamine ainsi isolée était une base forte, dont les sels étaient 
précipilés par l’acide phospho-molybdique, ’iodure mercurico-potas- 
sique, le ferrocyanure de potassium, le chlorure mercurique, le nitrate 
dargent, le chlorure d’or, etc. Ces propriétés, jointes & sa composi- 
tion relativement simple, la rapprochaient des alcaloides plus que des 
albumines. Cependant elle possédait de cette derniére substance la 
réaction du biuret, qu’elle donne a la fagon des peptones vraies, 
cest-a-dire tres rouge. Au contraire, les réaclions xantho-protéique, 
de Millon, etc. étaient négatives. Dans des recherches ultérieures 
interrompues par sa mort, Miescher* avait complété et confirmé ces 
premiers résultats, et il y avait ajouté un essai d’analyse de la struc- 
ture intime de la substance. Traitée 4 170° par de l’acide chlorhydrique 
a 15 0/0, elle avait été complétement décomposée et parmi les pro- 
duits de destructions était apparue la méme arginine, que nous avons 


il, Verhandlungen der Nalturforschenden Gesellschaft in Basel. Bd. VI. 
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on 


trouvé’ étre un produit constant de la décomposition des albumi- 
noides en général. 

Entre temps, Kossel avait commencé l’étude de la protamine du 
saumon et l'ensemble de ses recherches ]’a amené aujourd'hui a 
des données trés intéressantes '. 

La protamine du saumon, qu’il extrait par l’acide sulfurique dilué 
des tétes de spermatozoides dégraissées, est précipitée & l’élat de sul- 
fate de la solution ainsi oblenue, par 3 fois son volume d’alcool. Le 
produit brut est purifié par redissolulion et précipitation a l’état de 
picrate. On obtient la méme protamine en se servant comme matériel de 
départ du sperme d’autres poissons tels que le hareng, la truile des 
ruisseaux, le coregonus oxyrynchus. Elle a pour formule 

Gee [*7 Az! O§ 
Le sperme de l’esturgeon fournil un corps voisin qu’il appelle sturine, 
par opposition a Ja salmine, de composition 

C36 Hes Az!? QO’ 

Salmine et sturine sont réunies sous le nom générique de prota- 
mines. Elles présentent l'ensemble de caractéres de précipitations que 
Miescher Jeur avait déja reconnues. Mais ce qui donne & leur étude la 
plus grande importance, ce sont les résultats de leur destruction par 
les acides. 

Soumises a l’action de l’acide sulfurique élendu a I’ébullition, elles 
se Lrouvent scindées et donnent naissance a trois bases : l’arginine, 
Vhistidine et la lysine, les trois corps basiques que les recherches de 
Drechsel et de Hedin ont mis en évidence parmi les produits de des- 
truction des divers albuminoides. Et, chose remarquable, ces trois 
bases semblent a elles seules constituer toute la molécule des prota- 
mines, car il a été impossible & Kossel d’isoler d’autres produits de 
décomposition, et particuliérement d’aultres acides amidés. Aprés avoir 
isolé ces trois corps d’aprés une méthode qui vient d’étre publiée’, 
Kossel représente la décomposition de la salmine et de la sturine par 
les formules suivantes : 


C2017 A= !709-+ 4H? 0 = CoH? Az? 02-308 H!! Az O®-+ C8 Ht"! Az? 0? 


Salmine. Histid ne. Arginine. Lysine. 
C2 11°? Az*®O? + 5H, O— C8 Il? Az? 0? +-30° H'* Az‘ O* + 2C8 H'* Az* 0? 
Sturine. Histidine. Arginine. Lysine. 


D‘ou la conclusion importante que les trois bases, qui apparais- 
sent de facon constante, a colé d’autres produits, dans l’hydrolyse de 
tous les albuminoides examinés jusqu’a présent, sont unies entre elles 

1. Sitzungsbericht der Kinig. preus, Akademie der Wissensch. 1896. — 
Zeitschrift f. Physiol. Chemie, 22. — Sitzungsbericht der Gesellsch. zur Beford. 
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avec élimination de quelques molécules d’eau pour constituer les pro- 
tamines. Ces derniéres doivent done étre envisagées comme les corps pro- 
téiniques les plus simples connus actuellement, et leur molécule constitue 
un noyau, qui se trouve a Vintérieur de la molécule de tous les albwmi- 
noides. Sur ce noyau se grefferont des chaines latérales plus ou moins 
nombreuses et variées. Pour la spongine et la gélatine, ce seront le 
glycocolle et d’autres acides amidés de la série grasse; pour Vanti- 
peptone, ces mémes acides et la tyrosine; pour les albumines ordi- 
naires les acides amidés gras, la tyrosine, et un ou plusieurs groupes 
sulfurés. D’od la possibilité d’une division chimique des albuminoides 
basée sur l’étude qualitative et quantitative de leurs produits d’hydro- 
lyse : d’ou également la possibilité, entrevue enfin de fagon plus con- 
créle, de la connaissance future d'une formule de structure pour 
ces corps si longtemps indéchiffrables. 

Une pareille formule suppose la connaissance de la constitution 
de chaque fragment. Or, noussavons que la lysine est, d’aprés Drechsel. 
de l’acide caproique-diamidé. Schulze et Winterstein’ ont taché der- 
niérement d’élucider la structure de l’arginine. Par l’action d’une solu- 
tion de baryte 4 20/0 pendant une heure 2 l’ébullition, ces auteurs 
sont arrivés a décomposer l’arginine en deux constituants dont l'un est 
lurée, comme il avait été dit plus haut, et l’autre s’est révélé étre 
lacide diamidovalérianique. D’aprés eux, lurée ne préexiste cepen- 
dant pas dans la molécule, mais est due » V’action de la baryle sur un 
équivalent de guanidine. D’aprés eux, la formule de structure de l’ar- 
ginine serait : 

AzH? Az? OH 
HAZ ( — (CH’)* — ( — ( oy 

Il est intéressant de faire remarquer que, & l’encontre de Béchamp, 
Lossen trouva dans les produits d’oxydation de l’albumine par le 
permanganate, non de l’urée mais de la guanidine. 

Des trois bases constituant par leur union ta protamine, deux 
peuvent donc étre considérées comme connues. Il est & souhaiter que 
histidine soit soumise le plus tét possible 4 une étude du méme genre, 
indispensable pour la compréhension ultérieure des protamines. 

Des faits trés inléressants résultent également de l’étude & laquelle 
s est livré Kossel, de l’action sur les protamines des sucs digestifs. Tan- 
dis que le suc gastrique artificiel s’est montré complétement inactif, 
laissant intactes la salmine et la sturine, le suc pancréatique', au 
contraire, les a scindées complétement en leurs trois constituants. 

C’est une confirmation éclatante des différences dans 1’action sur les 


4. Berichte der Deutsch. chemisch Gesellschaft. Bd. XXX, 2879. 
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albuminoides des deux ferments protéolytiques, si bien mise en lumiére 
par les travaux de Kiibne. D’autre part, l’action peu prolongée de 
acide sulfurique dilué sur les protamines, les transforme en des sub- 
stances nouvelles, de propriétés peu différentes, et dont la molécule 
équivautacelle de la protamine augmentée de quelques molécules d'eau. 
Kossel envisage ces composés comme les peptones des protamines. 

Ces résultats de protéolyse par acides faibles et ferments constituent 
un argument a ajouter a ceux tirés de l’étude des produits de décompo- 
sition des protamines par les acides forts, pour étayer l’hypothése qui 
fait de ces corps les plus simples des protéines connues actuellement. 

Or, de cet ordre d’idées dérive une conclusion également trés inté- 
ressante, mise en évidence par Matthew’, qui a trait 4 la compo- 
sition des tétes de spermatozoides de divers poissons. Comme il a été 
dit, ces tétes ont gardé intact, aprés leur traitement par l’eau distillée, 
leur aspect microscopique, de sorte que cet auteur admet qu’elles 
ont encore a ce moment une composition trés rapprochée de I’état nor- 
mal. Hlles ont en tout cas conservé leurs caractéres histologiques, 
spécialement jeur fagon de se comporter vis-i-vis des colorants. En 
langage anatomique, on les désignerait, aprés comme avant le trai- 
tement, sous le num de grains de chromatine. Or, cette chromatine 
Joue, lors des phénoménes de fécondation, un rdle prédominant. 

C'est une des plus belles acquisitions de l’embryologie moderne que 
davoir démontré que cetle substance, caraclérisée par son affinité 
pour les couleurs basiques d’aniline, est le support, la base phy- 
sique des propriétés béréditaires paternelles, C’est elle, et elle seule, 
qui transmet a l’embryon les qualités du pére et de ses ascendants. Il 
faut toute lévidence des faits pour contraindre la pensée 4 admettre 
celte assertion, qui suppose inscrite dans la constitution chimique de 
ces quelques milligrammes de matiére l’histoire de toute une race. Mais 
limagination nous venant en aide, nous aimons 4 nous représenter 
cette chromatine paternelle comme une substance extraordinairement 
complexe, ot des molécules énormes entrelacent leurs chainons dis- 
parates et lears groupements atomiques infiniment variés, déposi- 
taires chacun d’une des mille énergies qui depuis la nuit des temps 
préparent la naissance de l’étre futur. Eh bien! non, il faut en rabattre, 
et cette chromatine si étrangement complexe se trouve ravalée pour 
le saumon (Miescher) et le hareng (Matthews) au rang des sels neutres; 
elle serait due A la combinaison, molécule & molécule, d’acide 
nucléique et de protamine, Elle serait la plus simple des nucléines 
vraies, si la protamine est la plus simple des protéines. Simplicilé 
réellement inatltendue, plus déconcertante que la complexilé la plus 
plus recherchée, nous montrant, mieux que celle-ci, notre profonde 

1, Zeitschrift f. physiol. Chemie, Bd, XXIII. 


560 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR. 


ignorance des choses de la vie. Cependant, il faudrait se garder 
d’ajouter aces premiers résultats une importance qu’ils ne pourraient 
acquérir que lorsque des recherches nombreuses les auront définive- 
ment établis. Si jamais la chimie biologique aborde de fagon utile ces 
graves problémes, ce ne sera pas, sans nul doute, avant que la con- 
naissance complete et assurée de tous les constituants de la cellule 
morte permette l’analyse de tous les changements qui accompagnenl 
l’éclosion de la vie. De tous ces problémes préparatoires, le plus im- 
portant est celui qui nous occupe, la chimie des albuminoides. II est 
permis de croire que les recherches de ces derniéres années, et parti- 
culiérement les travaux de Kossel, lui ont fait faire un pas décisif.. 

Avant de terminer cette revue, je signalerai encore l’analogie, 
mise en évidence par Kossel, qui existe entre l’action des ferments 
diastasiques sur l’amidon et autres hydrates de carbone, et celle de la 
trypsine sur les protamines. L’une et l’autre ont pour conséquence la 
mise en liberté, aprés hydrolyse, de corps en C,. A vrai dire, largi- 
nine serait décomposée par Ja baryte en un corps en C, et en urée, 
mais il n’est pas impossible que la soudure se fasse par les deux atomes 
de carbone, témoin Ja production d’acides formigque et lévulinique aux 
dépens des hexoses. Cette analogie de structure permet de concevoir 
assez facilement la production de sucre aux dépens de l’albumine. II 
est en tous cas intéressant, dit Kossel, & un puint de vue purement 
théorique, de voir que protamines (peut-étre albumines) et hydrates 
de carbone se trouvent baties aux dépens de fragments de méme gran- 
deur approximative. On pourrait encore, me semble-t-il, donner plus 
de généralité & cette proposition en montrant l’importance que pos- 
séde le groupement de 3 atomes de carbone et de ses multiples en 
6,9, 12, 18 dans les différents constituants de la cellule. Les hydrates 
de carbone, l’acide lactique, les graisses, les lécithines, l’albumine et 
ses dérivés basiques, la tyrosine, la leucine, l’acide thiolactique et la 
cystéine, les phénols, l’acide urique, les bases xanthiques, les acides 
biliaires, tous ces corps, c’est-a-dire les composés les plus importants 
que l’analyse chimique ait décrits dans nos organes ont, & la base de 
leur molécule, un chatnon d’atomes de carbone dont le nombre est 
3 ou multiple de 3. 

Uniformilé bien remarquable, répondant peut-étre a certaines 
energies, certaines facilités de réaction, nécessaires 4 ’accomplissement 
des phénoménes vitaux. 

Liége, le 25 juillet 1898. 
Dr P. Nore. 
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